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1 INTRODUCCION

1.1 Importancia de la problematica

La Argentina lidera la produccion de peras en el Hemisferio Sur y es el primer exportador
mundial (Altube et al., 2007). Los principales destinos de exportacion de las peras argentinas
son la Comunidad Econdémica Europea (CEE), Rusia, Brasil y Estados Unidos (EEUU)
(Zubeldia H., 2007). Los principales paises destino dentro de la CEE son ltalia, Holanda,
Bélgica, Francia, Espafia e Inglaterra. La calidad de la pera argentina es reconocida en el
mundo y se logra gracias a las excelentes condiciones climaticas de la principal zona
productora, conformada por los valles del Rio Negro y Neuquén. Segun el Censo mas reciente,
la superficie ocupada por perales (Pyrus communis L.) en la Patagonia supera las 17.500 has.
El peral cv. Williams Bon Chretien, mas conocido como Williams, es la principal variedad y
ocupa mas del 47 % de dicha superficie (CAR 2005). Entre el afio 1993 y el 2005 la superficie
cultivada con perales cv. Williams se incrementé en un 50% (Boltshauser et al., 2007) por lo
cual cerca del 40 % de las plantas tienen menos de diez afios. La elevada oferta de peras de
esta variedad concentrada en pocas semanas genera serios problemas en su procesamiento
en los empaques de la regidon y su posterior comercializacion.

La cosecha de pera Williams esta intimamente ligada al calibre de la fruta. En los primeros
dias posteriores a la autorizacion del inicio de la cosecha, se realiza una primera recoleccion de
fruta primicia, la cual presenta un valor comercial superior. Sin embargo un limitado numero de
frutos logra el tamafio comercial en forma temprana. Sumado a esto, la sobreoferta actual se
acompana de mayores exigencias en la calidad de la fruta comercializada, por lo que el tamafio
de la misma se convierte en un factor excluyente. Por todo esto, se busca incrementar el

rendimiento y el tamafio de los frutos de primicia.

Una de las practicas culturales que influye sobre el calibre de los frutos es el raleo. El raleo
es la eliminacion del exceso de flores y/o de pequefios frutos para compatibilizar la carga frutal
con la capacidad nutritiva de los arboles y lograr una mejor calidad de los frutos en la cosecha
(Benitez et al., 2005). Esta practica cultural tiene un gran impacto en el tamafo final de los
frutos remanentes y ha sido largamente estudiada, especialmente en manzano (Malus
domestica L. Borkh) (Wertheim, 1997; Dennis, 2000; Link, 2000; Wertheim, 2000). El tamafio
final del fruto puede ser visto como el resultado del nimero de células y el tamafo celular
(Westwood et al., 1967). Generalmente el nUmero de células en la manzana esta determinado
en los primeros 35-50 dias después de plena floracion (Denne, 1960). Después de la fase de
division celular, el incremento en el tamafo del fruto depende del alargamiento de las células
(Harada et al., 2005).



El raleo puede estimular el crecimiento del fruto mediante el estimulo de la divisidn celular
(tasa o duracion), el incremento del alargamiento celular, un mayor espacio intercelular o la
combinacion de estos procesos (Goffinet et al., 1995). En pera, la divisién celular parece ser
mas importante que el alargamiento celular en la determinacién del tamafo final del fruto
(Zhang et al., 2006).

El raleo de frutos puede ser realizado en forma manual pero esta modalidad ademas de
resultar sumamente costosa, no puede ser concluida dentro del periodo adecuado para
modificar la produccion alternada (Castro, 1992). Otro problema relacionado con el raleo
manual, ademas de su elevado costo, es la dificultad para conseguir mano de obra calificada.
Por lo tanto, el raleo quimico de frutos es la practica mas aconsejada por resultar econémico en
su realizacion y poder concretarse en forma rapida y oportuna (Castro, 1992).

El raleo quimico de pequefios frutos se ha logrado exitosamente en las principales
variedades de manzano cultivadas en Argentina (Benitez et al., 2005). En cambio en perales, el
raleo quimico no es una practica generalizada (Villarreal & Santagni, 2004), debido a que los
efectos pueden ser muy variables segun la edad y el vigor de la planta, la carga frutal y las
condiciones climaticas (Bramardi, 1995). Entre los raleadores quimicos, una alternativa posible
son los raleadores de flores, en donde se disminuye la carga frutal desde el inicio del
crecimiento de los frutos con lo cual se reduce la competencia desde el comienzo del periodo

de division celular.

Entre los productos aplicados en floracion se encuentra la urea (Dennis, 2000). La
aplicacion foliar de urea en plena floracién es una practica que ha demostrado causar un efecto
raleador en varias especies frutales: duraznos y nectarines (Prunus persica L. Batch) (Zilkah et
al., 1988), olivo (Olea europaea L.) (Baratta et al., 1990), manzano (Malus domestica L. Borkh)
(Basak A., 1993; Wertheim S.J., 2000; Hanschack & Alexander, 2002) vy pistacho (Pistacea
vera L.) (Rahemi & Ramezanian., 2007). Esta practica ha sido extensamente estudiada sobre
manzanos en Alemania debido a que en dicho pais no se encuentra registrado ningun raleador
quimico (Link, 2000). Por lo general, las concentraciones empleadas se encuentran entre 3% y
12 % (Zilkah et al. 1988; Baratta et al., 1990; Basak, 1993; Wertheim, 2000, Hanschack &
Alexander, 2002; Rahemi & Ramezanian, 2007). Experiencias recientes en el Alto Valle de Rio
Negro dan cuenta que aplicaciones foliares de urea con concentraciones entre 5y 7,5 % en
plena floracién provocan un incremento en el tamafio de pera cv. Williams (Sanchez et al.,
2007).

Los mecanismos fisioldgicos o bioquimicos por los cuales, la aplicacion foliar de urea
incrementa el tamafo de la fruta no han sido esclarecidos. Es interesante destacar que la urea
aumenta el tamafo de la fruta, mas de lo que se podria esperar debido a su posible efecto
raleador (Sanchez et al., 2007). El mismo fenédmeno fue observado en manzano (Zimmer, 1996;
Handschack & Alexander, 2002), donde ademas los autores mencionan que los arboles

pulverizados con urea en floracion presentaban un mayor contenido de nitrégeno en las hojas.

3



Al parecer ademas del efecto raleador, la urea, reconocido fertilizante de aplicacion foliar en la
produccion agricola mundial (Wéjcik, 2004; Wang W. et al., 2008) podria tener un importante
efecto nutricional en los pequenos frutos en desarrollo (Sanchez et al., 2007). En los primeros
dias de la primavera, la absorcion radical de nitrdgeno de los arboles caducifolios se encuentra
fuertemente limitada y el crecimiento inicial depende casi exclusivamente de la removilizacién
de reservas nitrogenadas en tejidos perennes del arbol (Sanchez et al., 1990°, 1991; Millard,
1996; Tagliavini et al.,, 1997; Tagliavini & Millard, 2005). Queda por esclarecer el efecto
nutricional de la aplicacién de urea en altas concentraciones sobre destinos vegetativos y
reproductivos en los primeros dias luego de la floracion.

En manzanos, se observan severas necrosis foliares dias después de aplicar altas
concentraciones de urea en floracién (Link, 2000; Wertheim, 2000). También en aplicaciones en
poscosecha sobre perales, la urea genera necrosis en los margenes de las hojas (Sanchez et
al., 19907%). Por el contrario, la aplicacion de urea al 5% en el momento de plena floracion, no
manifiesta ningun efecto visible sobre las hojas de los perales. En floracién, las hojas de peral
se encuentran menos expuestas que las de manzano (Nielsen et al., 1997) y es posible que

intercepten una menor cantidad de fertilizante.

En aplicaciones foliares, la urea es degradada en el citoplasma generando amonio (NH,"),
el cual es incorporado inmediatamente a un aminoacido (Witte et al., 2002; Wang W. et al.,
2008). Cuando la solucién de urea aplicada es muy concentrada, la planta no logra incorporarlo
con suficiente rapidez y grandes cantidades de amonio se acumulan en la hoja. El amonio es
un producto téxico (Sanchez, 1999) y puede generar sintomas de toxicidad en las plantas
(Britto & Krozucker, 2002). Se han postulado varias hipotesis para explicar por qué el NH," es
toxico para las plantas (Britto et al., 2001%) pero los mecanismos moleculares y bioquimicos de
la fitotoxicidad todavia necesitan ser dilucidados (Wang W. et al., 2008). En tal sentido,
concentraciones altas de amonio en el citosol inducen la generacién de especies activas del
oxigeno (EAO) (Zhu et al., 2000; Wang C. et al.,, 2008). Las EAO son extremadamente
reactivas y oxidan todo tipo de componentes celulares afectando el metabolismo celular de la
planta (Davies, 1987; Mittler, 2002; Mgller et al., 2007; Luna et al., 2006).



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto y establecer el modo de accion de la aplicacion foliar de urea sobre perales

cv. Williams Bon Chretien en floracion.

1.2.2 Objetivos especificos

Determinar el efecto sobre el cuaje y la caida de frutos en la planta.

)
2) Estudiar el efecto sobre el rendimiento y el tamario de los frutos.
3) Cuantificar el numero y tamafo de las células del fruto en el momento de la cosecha.
4) Evaluar destinos, particién e importancia del nitrégeno proveniente de la urea.
5) Caracterizar la posible participacion del dafio oxidativo generado por la aplicacién foliar

de urea en alta concentracion.

1.3 Hipotesis

La aplicacion foliar de urea al 5 % en plena floracion sobre peral cv. Williams actua

a) como un raleador temprano, disminuyendo la competencia entre frutos, estimulando la

division celular e incrementando el tamafio de los frutos.

b) mejorando la nutricion nitrogenada de los dardos en los primeros dias después de la

floracién, sin causar dano oxidativo.



2 ANTECEDENTES

2.1 El empleo dela ureacomo raleador

El mas importante raleador de floracién utilizado en el pasado fue el DNOC (Di Nitro Orto
Cresol) (Dennis, 2000; Wertheim, 2000). EI DNOC es un compuesto caustico que deseca los
tejidos receptivos del estigma de las flores del manzano, con lo cual inhibe la germinacién del
polen (MacDaniels & Hildebrand, 1940). En 1989 la produccién de DNOC se discontinué debido
a inquietudes ambientales, ya que contenia metales pesados (Dennis 2000). Luego de la
pérdida del DNOC, han surgido varios raleadores de flores nuevos, entre los que se encuentra
la urea (Dennis, 2000; Wertheim, 2000). La urea es un componente natural en plantas y
humanos por lo cual presenta ventajas frente a otros compuestos sintéticos, los cuales pueden
ser peligrosos para la salud humana (Zilkah et al., 1988).

Zilkah et al. (1988) fueron los primeros en estudiar el empleo de la urea como raleador. En
Israel, los autores evaluaron la aplicacion de distintas concentraciones de urea (4, 8, 12y 16%)
en tres momentos: yema rosada, plena floracién y fruto cuajado, sobre cuatro variedades de
duraznos y nectarines (Prunus persica L. Batch). Respecto al momento de aplicacion, los
autores encontraron que las flores abiertas son mas sensibles que las yemas rosadas o los
pequenos frutos cuajados. En la mayoria de los casos la concentracién éptima se encontrd
entre 8 y 12 % y la caida de los frutos se produjo entre una y dos semanas luego de la
aplicacion. El numero de frutos respecto al nimero de flores se denomina “cuaje” o fruit set. En
la cosecha, las plantas pulverizadas presentaban un cuaje de alrededor del 15 % frente a
valores de cuaje superiores al 50 % en plantas testigos.

Baratta et al. (1990) estudiaron el efecto raleador de la urea sobre olivos (Olea europaea
L.). Evaluaron distintas concentraciones (2, 4 y 6%) en tres momentos: plena floracion, 10
DDPF (Dias Después de Plena Floracion) y 20 DDPF. La urea solo tuvo efecto raleador cuando
fue aplicada 20 DDPF. Los arboles pulverizados con urea al 6% 20 DDPF presentaron 50 %
menos de frutos en la cosecha.

Mas recientemente, Rahemi & Ramezanian (2007) evaluaron la aplicaciéon de urea (2,5-
5%) 10 DDPF sobre pistacho (Pistacia vera L.) durante dos afios. Ambas concentraciones de
urea incrementaron entre 10 y 20 % la caida de frutos durante las dos primeras semanas
respecto al control.

En Alemania, donde no hay registrado ningun raleador quimico, se ha estudiado
extensamente el uso de urea en altas concentraciones (4-8%) como raleador en manzanos
(Malus domestica L. Borkh.) (Link, 2000; Wertheim, 2000; Handschack & Alexander, 2002).

Basak (1993) encuentra un efecto raleador efectivo de la urea aplicada en floracion (3-6%) o



incluso al final de la caida de pétalos (en una concentracién menor, 1,5 - 3 %) sobre manzanos
cv. Gala y cv. Gloster. Graf (1996) recomienda aplicaciones de urea al 3-4% al inicio de plena
floracion en arboles con abundante floracion (citado de Wertheim, 2000). Sin embargo, se
encuentran casos en los cuales la urea no ralea de manera efectiva por lo que su efecto no es
consistente (Graf & Hilbers, 1995; Zimmer et al., 1996).

Handschack & Alexander (2002) evaluaron la aplicacién de urea al 3-8% al inicio de la
floracién sobre siete variedades de manzanos en cuatro afos sucesivos. La urea demostré un
limitado efecto raleador con ligeras diferencias respecto a las plantas testigo. Promediando
todos afios evaluados, la urea sélo disminuyd el numero de frutos por ramillete floral (cuaje) en
un 5 %. Mayores efectos encontraron Schroder & Link (2002) con aplicaciones de urea al 4%
sobre tres variedades de manzano durante cuatro anos. La aplicacion fue realizada en dos
momentos: fin de yema hinchada o caida de pétalos. La aplicacion en yema hinchada
disminuyo el cuaje entre 25y 65 % y la produccion del arbol entre 10 y 45 %. En tanto que la
aplicaciéon en caida de pétalos tuvo un efecto menor: disminuy6 el cuaje entre 15y 40 % y la
produccion del arbol en un 12 %.

En peral (Pyrus communis L.), sélo hay un trabajo acerca del raleo con aplicaciones
foliares de urea en plena floracién. Sanchez et al. (2007) evaluaron el efecto de la urea (5-
7,5%) sobre perales cv. Williams durante tres afos en Argentina y Estados Unidos. Los
ensayos no han sido concluyentes en cuanto a verificar el efecto raleador de la urea sobre los
perales pero en los Estados Unidos la pulverizacién de urea en plena floracién disminuyé en la

cosecha el numero de frutos por ramillete floral entre un 20 y un 35 %.

2.1.1 Modo de accion de la urea en el raleo

La caida de flores y frutos depende de cambios hormonales en la zona de abscision situada
en la base del pedicelo. Mientras que una cantidad suficiente de auxinas, mas especificamente
AIA (Acido Indol Acético), se mueva desde el érgano de la planta a través de esta zona, la
caida no ocurre. Si el transporte basipolar de auxinas disminuye por debajo de cierto nivel se
estimula la liberacién de etileno, hormona gaseosa (Bangerth, 2000; Wertheim, 2000). En la
zona de abscisidn, el etileno es reconocido por receptores especificos que inducen la
respiracion y la sintesis de enzimas hidroliticas (Bangerth, 2000; Rahemi & Ramezanian, 2007).
De esta manera, el etileno estimula la caida de flores y frutos. Por lo tanto la abscisiéon es un
proceso reprimido por auxinas y activado por etileno. La polinizacién, la fecundacién y el
posterior desarrollo de semillas conducen a una mayor actividad hormonal en el ovario y los

pequenos frutos, reduciendo el riesgo de caer (Wertheim, 2000).



Los raleadores de flores pueden presentan dos mecanismos de accion: los raleadores
causticos se basan en el quemado de 6rganos femeninos de las flores (estigmas o estilos), por
lo cual previenen la germinacion del polen, su crecimiento a través del estilo y la posterior
fecundacion; en tanto que otros compuestos incrementan la liberacién de etileno por parte de la
flor (Wertheim, 2000, Fallahi & Willemsem, 2002; Webster, 2002). La temperatura, la humedad
relativa, la concentracion del producto, el cultivar y el porcentaje de flores abiertas en el
momento de la aplicacion son factores importantes para determinar la eficacia de los raleadores
de flores (Williams, 1994; Wertheim, 2000, Fallahi & Willemsem, 2002; Stover & Greene, 2005)
Los raleadores de flores son mas efectivos a mayores concentraciones, temperatura o
humedad relativa.

La urea suele ser citada como un raleador caustico debido a que se suele observar cierto
grado de quemado en flores, hojas y brotes, dias después de la aplicacion de urea en altas
concentraciones (Zilkah et al., 1988; Link, 2000, Wertheim, 2000; Schroder & Link, 2002). Sin
embargo, no pueden descartarse otros mecanismos de accion. De hecho, Schréder (2001) en
su tesis de doctorado demostré que la urea disminuye la exportaciéon de auxinas del fruto del
manzano (citado de Schroder & Link, 2002). Ademas no siempre se observa este quemado
(Basak, 1993).

En 1991, Handschack & Alexander evaluaron el efecto de la aplicacion de urea al 6% sobre
la emision de etileno de flores y hojas de dardos de manzanos. A las 24 horas de la aplicacion
de urea, tanto las flores como las hojas de los dardos presentaron un aumento significativo en
la emisién de etileno (entre 200 y 300 %). A las 72 horas, este incremento ya no era
significativo (Handschack & Alexander, 2002). Este pico de etileno sin duda juega un papel
preponderante en el raleo generado por la aplicacion de urea.

Handschack & Alexander (2002) proponen como causa del pico de liberacion de etileno al
quemado de flores y hojas. Acorde con esto, encontraron que el efecto raleador se
correlacionaba bien con el grado de quemado de las flores y las hojas. No obstante, otro factor
involucrado en la liberacion de etileno podria ser la disminucién en el transporte de auxinas del

fruto encontrada por Schréder (2001).



2.2 Efecto del raleo sobre el tamano de los frutos

Sin duda el raleo de frutos es una de las técnicas mas importante en la produccion de fruta
para aumentar la calidad de la produccién. Una mayor intensidad de raleo mejora las
caracteristicas cualitativas del fruto mas importantes para el mercado, tales como el tamafio vy el
color de la fruta (Link, 2000).

El peso medio del fruto se correlaciona negativamente con la carga del cultivo. La
regresion se mostro lineal en el rango de tamafos de fruto de interés para los productores. Los
coeficientes de correlacion encontrados se situaron entre -0,36 y -0,83. Los arboles pequefios
presentaron coeficientes mas altos y significativos que los arboles grandes. El incremento en el
peso medio del fruto es maximo (+ 30 %) cuando el raleo se realizaba al inicio de la estacién de
crecimiento (yema rosada y plena floracién) respecto al raleo mas tardio (luego de June Drop o
“caida de noviembre”, pico maximo de la caida fisiolégica de frutos) (Link, 2000).

La distribucién de los frutos segun su tamafo se corresponde con una curva de
distribucion normal. Los tratamientos de raleo efectivos trasladan la curva desde los tamafos
pequefos a tamanos superiores. El raleo puede arrojar menores kilos de frutos pequefios y
mayores kilos de frutos grandes (Link, 2000). Como por los frutos grandes se obtienen mayores
precios, el beneficio econémico se acentua (Dennis, 2000). El rendimiento de frutos medianos y
pequefios se incrementa exponencialmente con la carga frutal (Fig. 2.1). En tanto que el
rendimiento de frutos grandes se manifiesta como una curva de Optimo: tanto una carga
elevada como un sobreraleo pueden reducir la cantidad de frutos grandes debajo del valor
potencial. La eficiencia del raleo puede ser evaluada mediante este valor: el rendimiento
maximo de frutos grandes logrado en el arbol. Esta herramienta es interesante ya que una de

las mayores dificultades del raleo es encontrar la intensidad de raleo 6ptima (Link, 2000).
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Figura 2.1. Rendimiento de manzano cv. Elstar (1650 arboles por ha) en 3 categorias de
tamano en relacion con la carga frutal (frutos por arbol). Datos de 90 arboles en 1997. Extraido
de Link (2000).



Cuando se realizan ensayos de raleo de un solo afio, se puede concluir errbneamente que
es posible lograr hasta el doble de produccion de frutos grandes, dependiendo del cultivar y la
intensidad de raleo. En realidad, en ensayos de varios afios en las mismas plantas, lo que se
puede observar es una mayor regularidad en la produccién y un incremento en la cantidad de
frutos medianos y grandes de alrededor del 10 % (Link, 2000).

A medida que un fruto presenta un mayor niumero de semillas, su peso en la cosecha suele
ser mayor. Al parecer el efecto de las semillas es mayor sobre el diametro que sobre el largo
del fruto. De todas maneras esta correlaciéon puede presentar excepciones como el caso de
frutos con tendencia partenocarpica (Denne, 1963). La pera Williams es un fruto de estas
caracteristicas (Benitez, 2001). En estos frutos, por el contrario un gran nimero de semillas

puede deprimir el crecimiento del fruto por un efecto competitivo (Denne, 1963).

2.2.1 Efecto de la urea sobre el tamafo de los frutos

Zilkah et al. (1988) encontraron en la cosecha, aumentos de entre 10 y 20 % en el peso de
duraznos y nectarines debido a la aplicaciéon de urea al 8-12 % en plena floracién. Un mayor
tamano en los frutos podia observarse ya a los pocos dias luego de la aplicacion. Los autores
consideran que estos aumentos se deben principalmente al raleo logrado por estas
pulverizaciones.

En la comercializacion del pistacho, el numero de nueces por onza (28g) es un factor
importante. Rahemi & Ramezanian (2007) encontraron que la aplicacion de urea al 5% 10
DDPF aumentd el tamafio de los frutos, expresado como una disminucion del 20 % en el
numero de nueces por onza.

Handschack & Alexander (2002) mencionan que la urea al 3-8% claramente promueve el
tamano de los frutos en manzano a pesar de su limitado efecto raleador. En ensayos realizados
durante cuatro afios, la urea incrementé el tamafo de los frutos en 35%. En concordancia,
Schrdder & Link (2002) encontraron que la urea al 4% incrementé el peso de las manzanas en
la cosecha entre un 10 y 40 % aplicado en caida de pétalos o yema hinchada respectivamente.

La aplicacion de urea (5-7,5%) sobre perales cuando el 80 % de las flores estaban abiertas
(plena floracion) incremento el peso medio de las peras en la cosecha entre un 10 y un 30 % e

incremento la proporcién de frutos de tamafio superior (Sanchez et al., 2007).
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2.3 Elraleoy las células en el fruto

2.3.1 Importancia del numero de células del fruto

Inmediatamente luego de la floracién el crecimiento del fruto es lento, este periodo
transcurre entre la polinizaciéon y la fecundacién, y puede durar de 2 a 12 dias en manzano.
Después de la fecundacion, comienza una fase de crecimiento rapido de tipo exponencial.
Posteriormente la tasa de crecimiento decrece hasta la cosecha, generando una curva de
crecimiento de tipo sigmoideo. Este tipo de curva es caracteristico en manzana y pera (Denne,
1963, Sozzi, 2007).

Ciertamente la division celular durante los primeros estadios de desarrollo del fruto
determina en gran medida el tamafio final de los frutos (Westwood, 1993; Goffinet et al., 1995).
Después de la polinizacién comienza un periodo de division celular en los pequenos frutos que,
en la pera cv. Williams, puede durar entre 4 y 8 semanas. (Sozzi, 2007). La tasa maxima de
division celular en manzanas ocurre alrededor de dos semanas después de la floraciéon (Bergh,
1990; citado de Goffinet et al., 1995). Generalmente el numero de células en peras y manzanas
queda determinado en los primeros 35-60 DDPF (Denne, 1960, Westwood, 1982).

Uno de los factores mas importantes que controlan la divisidon celular es la cantidad de
reservas que proviene de la temporada anterior. Asi, una gran cosecha en la temporada
anterior puede reducir el numero de células y por lo tanto el tamafo final del fruto (Goffinet et
al., 1995).

La expansion celular comienza poco después de la fecundacién y continda a través del
periodo de divisiéon celular (Denne, 1963). Una vez concluida la fase de divisién celular, el
incremento en el tamafo del fruto depende de la expansion de las células (Harada et al., 2005).
Sin embargo la division celular parece ser mas importante que la expansién celular en la
determinacion del tamafio final del fruto en perales (Zhang et al., 2006).

El tamano final del fruto puede ser visto como el resultado del niumero de células y el
tamano celular (Westwood et al., 1967). El numero de células en un fruto puede verse
incrementado por una mayor tasa de division celular en la fase de division celular del
crecimiento del fruto, por la prolongacién de este periodo o por la combinacion de ambos
fenomenos (Wismer et al. 1995). El peso de fruto se correlaciona estrechamente con el numero
de células del fruto (r=0,40-0,97) y con el tamafo celular (r=0,80-0,97). (Link, 2000)

11



El numero y el tamafo de las células de un fruto no solo son importantes como factores
primordiales del tamafio del mismo, sino que ademas pueden afectar otros atributos de calidad
de los frutos, tal como han demostrado Mann et al. (2005) evaluando diez genotipos distintos de
manzana. Los autores encontraron que el numero de células en el fruto era importante para un
atributo sensorial como la crocantes de la manzana, los frutos con menos células eran mas
crocantes. Por otra parte, las manzanas con células mas voluminosas tendian a ser mas

jugosas.

2.3.2 Diferente metodologia para determinar parametros celulares

Los primeros trabajos que estudian parametros celulares en frutos se realizaron en
manzana. Posteriormente la metodologia descripta en manzanas comenz6 a utilizarse en
peras. El primer trabajo del que se tiene referencia corresponde al afio 1960, en Inglaterra. En
este trabajo, Denne mide el diametro de la manzana y de su corazén (cavidad de las semillas) y
contabiliza el numero de células que atraviesan la pulpa. Luego estima el diametro celular

medio.

e Diametro celular medio (mm) =.__Ancho de la pulpa del fruto (mm).

N° de células que atraviesan la pulpa

Posteriormente calcula el volumen de la manzana y las células tomando como base sus
diametros y asumiendo que se tratan de esferas (Volumen de esfera = 4/3 * 1 * radio®). Por
ultimo la autora obtiene un indicador aproximativo del numero de células en el fruto mediante el

siguiente calculo:

e Numero de células en el fruto = Volumen del fruto (mm?) .

Volumen celular medio (mm?)
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En 1967, Westwood et al. realizan dos modificaciones a esta metodologia. En primera
instancia mejoran la exactitud en la determinacion del volumen del fruto gracias al dato de
gravedad especifica previamente determinado para distintas variedades a lo largo de la
temporada (Westwood, 1962).

e Volumen del fruto (cm®) =, Peso del fruto (g)

Gravedad especifica (g/cm®)

Por otra parte los autores determinan que la forma de las células en las manzanas se
asemeja mas a un esferoide que a una esfera. Por esta razén, consideran necesario determinar
tanto el diametro mayor como el diametro menor de las células.

e Volumen celular medio (um®)=4/3 1 a(um).b (um)?

Donde a: 72 Diametro mayor medio y b: 72 Diametro menor medio

En 1995, Wismer et al. desarrollan una metodologia nueva para manzanas inspirandose en
los procedimientos de Denne (1960). Esta metodologia toma el diametro celular medio como
indicador del tamafo celular, y al nimero de capas como indicador del numero de células del
fruto. La técnica se basa en contar el numero de células a lo largo del ancho de la corteza del
fruto (linea radial entre un haz vascular y la epidermis). Posteriormente estima el diametro
celular medio como la division del ancho de la corteza del fruto por el nimero de células
contabilizado. Esta metodologia luego fue aplicada en peras cv. Spadona (Flaishman et al.,
2005 y Shargal et al., 2006).

Zhang et al. (2005) realiz6 su tesis de doctorado estudiando distintos factores que afectan la
divisién y expansion celular en peras japonesas (Pyrus pyrifolia Nakai) tales como la particion
de los "*C-fotosintatos desde las hojas del dardo y las giberelinas El autor presenta una larga
trayectoria evaluando parametros celulares en peras. (Zhang et al., 20052, 2005°, Zhang et al.,
2006, Zhang et al., 2008). La metodologia que implementa es similar a la desarrollada por
Wismer et al. (1995) y toma los mismos indicadores. La diferencia radica en que este autor
mide longitud celular media y luego estima el numero de capas:

¢ N°de capas en el mesocarpo = Ancho del mesocarpo (um)

Longitud celular media (um)
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2.3.3 Efecto del raleo sobre las células del fruto

El raleo puede modificar el crecimiento del fruto mediante el estimulo de la divisién celular
(tasa o duracion), el incremento del alargamiento celular, un mayor espacio intercelular o la
combinacion de estos procesos (Goffinet et al., 1995).

Cuando el raleo se realiza al inicio de la temporada (previo o hasta una semana luego de la
floracion), los frutos que permanecen en el arbol tienen la ventaja de continuar la divisién
celular en ausencia de frutos competidores cercanos (Goffinet et al., 1995). Asi, el raleo
temprano usualmente estimula la division celular (Westwood et al., 1967). Los arboles raleados
cerca de la floracion producen frutos mas grandes debido especialmente a un mayor nimero de
células en el fruto (Denne, 1960; Westwood et al .,1967; Nelgen, 1982, Goffinet et al. , 1995).
Westwood et al . (1967) encontraron entre 15 y 20 % mas de células en manzanas Red
Delicious provenientes de arboles raleados en floracion.

En manzanos cv. Empire, Goffinet et al. (1995) estudiaron distintos momentos de raleo
manual: yema rosada (YR), plena floracién (PF), 10, 20 y 40 DDPF. EI mayor incremento en el
tamano de la manzana se manifiesta cuando el raleo manual se realiza cerca de plena floracién
(YR, PF o 10 DDPF); estos frutos presentaban alrededor de 50 millones de células. Mientras
mas tarde se realiz6 el raleo manual, menor fue el tamafio del fruto y el niumero de células
presente. Los frutos provenientes de plantas raleadas mas tardiamente (40 DDPF) presentaban
44 millones de células y los frutos provenientes de plantas no raleadas presentaban 32 millones
de células.

El nimero de células presenta una alta relacién cuadratica con el peso de la manzana cv.
Empire (Fig. 2.2.). Lo que esta curva manifiesta es que existe un limite en la contribucion de la
division celular al incremento del tamafo del fruto, ya que el peso de los frutos tendian hacia
una asintota superior (220-230g) aun cuando el numero de células puede continuar

incrementandose.
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Figura 2.2. Regresion cuadrética del peso del fruto respecto al numero de células en la corteza
para 60 manzanas Empire en la cosecha. Diez frutos por tratamientos fueron muestreados a lo
largo del rango de tamafios de fruto de los arboles raleados manualmente en varias fechas
relativas con plena floracién o arboles sin ralear. Extraido de Goffinet et al. (1995).

Westwood et al. (1967) estudiaron el efecto de un raleador de floraciéon (DNOC) sobre el
numero y tamafo de las células del fruto en manzanas cv. Red Delicious y cv. Golden delicious.
Las manzanas cv Red Delicious provenientes de plantas pulverizadas con DNOC eran 12 %
mas grandes y presentaban un volumen celular algo mayor (7%) que las manzanas
provenientes de plantas testigos. Los manzanos cv. Golden Delicious presentaban una mayor
carga y el efecto del raleo fue mas marcado, los frutos provenientes de plantas raleadas eran
44 % mas grandes y presentaban entre 24 y 33 % mas de células.

Los raleadores quimicos de frutos tales como en Acido Naftalen Acético (ANA) y el Carbaril
suelen aplicarse entre 14 y 21 DDPF. Con estos productos, la disminucién de la competencia
entre los frutos remanentes en el arbol se logra hacia el final de la fase de divisién celular. Por
lo tanto, el incremento en el tamafio de los frutos en la cosecha deberia estar basado en un
mayor volumen celular. Estos resultados fueron encontrados por Wismer et al. (1995) en
manzanas “Empire” con incrementos entre 8 y 9 % en el diametro celular medio. Un resultado
diferente hallaron Westwood et al., (1967) quienes encontraron que los frutos provenientes de
manzanos cv. Golden delicious raleados quimicamente tenian entre 14 y 20 % mas de células;
por lo cual concluyen que si bien estos raleadores no pueden modificar el nimero de células
presente en el fruto, tienen una accién extremadamente selectiva, haciendo caer a los

pequenos frutos que cuentan con un menor numero de células.
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Una mencién especial merece la aplicacion de citocininas sobre manzanos y perales al
inicio del crecimiento de los frutos. Las citocininas son hormonas vegetales que promueven la
division celular en tejidos vegetales. Entre las citocininas evaluadas se encuentra la
Benciladenina (BA) y dos citocininas sintéticas (CPPU y TDZ). La aplicacién de citocininas 14
DDPF aumenta el tamafio de los frutos en la cosecha, incrementa el nimero de células
presente en el fruto, y de manera relacionada disminuye el volumen celular. Shargal et al.
(2006) mencionan que las peras cv. Spadona aplicadas con citocininas sintéticas presentaban
sobre su radio entre 35 y 45 % mas de células con un diametro 12% menor. Wismer et al.
(1995) encontraron que las manzanas cv. Empire aplicadas con BA tenian 20 % mas de capas
de células con un didmetro 6% menor. La BA también se ha manifestado efectiva para ralear
perales, cuando es aplicada en concentraciones entre 100 y 150 ppm, entre dos y tres semanas
después de la floracién (Bound & Mitchell, 2000; Bertelsen, 2002; Stern & Flaishman, 2003).
Las citocininas presentaron diferentes mecanismos para lograr este mayor nimero de células:
la BA incrementé la tasa de divisidon celular en manzanas pero no influencié la duracion de este
proceso, en tanto que las citocininas sintéticas prolongaron el periodo de divisién celular de las

peras hasta los 55 DDPF, alrededor de 20 dias mas que los frutos testigos.

2.4 Nitrogeno

2.4.1 Ciclo de nitrégeno dentro del arbol

El nitrégeno (N) forma parte de las proteinas, los acidos nucleicos y otros componentes
celulares importantes, incluyendo la clorofila y las hormonas vegetales (Williams & Miller, 2001).
El N es transportado en forma de aminoacidos, via xilema hacia las hojas, y via floema hacia
otros 6rganos demandantes (Williams & Miller, 2001). El reciclaje interno de N es una estrategia
importante desarrollada por las plantas perennes para desacoplar los procesos de crecimiento
de los momentos de absorcion de N por parte de las raices. Gracias a la removilizacion de la
reserva, los arboles caducifolios pueden reanudar su crecimiento vegetativo y reproductivo en
los primeros dias de la primavera, aun en ausencia (0 muy baja) absorcién radical de N. Al
inicio de la primavera, la baja temperatura del suelo representa una condicion sub-6ptima para
la absorcion radical, ademas disminuye fuertemente la tasa de mineralizacion de la materia
organica lo cual genera bajos niveles de nutrientes en el suelo (Millard, 1996; Tagliavini et al.,
1997; Tagliavini & Millard, 2005; Corelli Grappadelli et al., 2007).

En el ciclo del N existe una analogia con el carbono, cuya disponibilidad al inicio de la
estacion vegetativa proviene de las reservas acumuladas en forma de almidén y no depende (al
menos totalmente) de la baja actividad fotosintética de las pequefas hojas en desarrollo (Corelli
Grappadelli et al., 2007).

16



Primavera

Removilizacion Absorcion
. Organos
Invierno g . Verano
perennes Canopia
(aéreos y raices) !
Absorcion

A

Absorcién Removilizaciéon

Otofio

Figura 2.3. Los patrones temporales en el ciclo de N entre afios en &rboles caducifolios
mostrando flujos y almacenamiento de N. Extraido de Millard (1996).

2.4.1.1 Almacenamiento invernal del nitrégeno

Son dos los mecanismos que contribuyen a la formaciéon de reservas nitrogenadas. La
principal fuente es la removilizacion de N proveniente de las hojas senescentes, pero también
participa el N absorbido en el otofo, el cual es asignado directamente a las reservas (Sanchez
et al. 1990°, 1991; Tagliavini et al., 1999) (Fig. 2.3).

En el otofio, durante la senescencia foliar, las proteinas de la hoja son degradadas y el N es
transportado y almacenado en 6rganos lefiosos de la planta (Cheng et al., 2004). La habilidad
de diferentes especies en recuperar el N de las hojas durante la senescencia varia entre 20 % y
80 % dependiendo también de las condiciones ambientales (Millard, 1996). Se calcula que la
cantidad de N removilizado de las hojas puede alcanzar 20-30 kg N ha™ afio” (Tagliavini &
Millard, 2005). Si la concentracion de N en la hoja es relativamente alta, es probable que una
menor proporcién de N logre ser removilizada (Tagliavini & Millard, 2005).

El N absorbido por las raices en el otofio es alojado directamente en el sistema radical para
su almacenamiento en plantas de perales (Sanchez et al., 1990°, 1991) y durazneros (Tagliavini
et al. 1998, 1999).
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Los arboles caducifolios almacenan el N en la corteza de las ramas, del tronco y en el
sistema radical (Tagliavini et al., 1998; Tagliavini & Millard, 2005). En los 6rganos aéreos, el N
es almacenado principalmente en forma de proteinas especificas de reserva (Cheng et al.,
2004); mientras que en las raices, las cuales no sufren una verdadera y propia quiescencia
invernal, el N se acumula en forma de aminoacidos libres, especialmente arginina, o proteinas
ricas en arginina. (Tagliavini & Millard, 2005; Corelli Grappadelli et al., 2007). La sintesis de
proteinas de reserva es desencadenada por la disminucién de las horas de luz y es estimulada
en presencia de una adecuada disponibilidad de nitrégeno (Corelli Grappadelli et al., 2007)

Los arboles jévenes tienen una limitada capacidad de acumulacion y removilizacion y se
caracterizan por un crecimiento anual elevado en relacion a la biomasa del esqueleto,
basandose especialmente en la absorcion de nutrientes. Con el correr de los afos, el aumento
de dimension del esqueleto incrementa a su vez su capacidad de acumulaciéon de N (Corelli
Grappadelli et al., 2007).

2.4.1.2 Removilizacién primaveral del nitrdgeno

En la primavera, la removilizaciéon del N acumulado en el invierno representa la principal
fuente de N en arboles adultos y se inicia previo al inicio de absorcién de N por parte de las
raices (Sanchez et al., 1990°, 1991; Tagliavini et al., 1997, 1998; Tagliavini & Millard, 2005). El
N almacenado en érganos aéreos es removilizado hacia los 6rganos en desarrollo antes que el
N almacenado en el sistema radical (Tagliavini et al., 1998).

La duracién de la removilizacion de N depende de la cantidad de N almacenada en el
invierno y no esta influenciada por la cantidad de absorcion primaveral (Guak et al., 2003;
Tagliavini & Millard, 2005; Corelli Grappadelli et al., 2007). En abedules, cerezos y manzanos,
la removilizacion esta practicamente terminada a los 40 dias luego de la brotacién (Millard et al.
1998; Grassi et al., 2002, Guak et al., 2003) pero puede llegar a durar mas de 60 dias si los
arboles tienen suficiente N almacenado (Tagliavini & Millard, 2005). En perales, Tagliavini et al.
(1997) encuentran que la removilizacién estaba practicamente concluida para el momento del
cuaje. El aporte del N removilizado fue de 1 -1,5 mg por hoja y entre 2,5 - 3 mg por fruto.

La removilizacion del N almacenado suele proveer gran parte de N utilizado para el
crecimiento del afio. La contribucion del N removilizado al N total del nuevo crecimiento es
variable (Tagliavini & Millard, 2005), en perales cv Abbé Fetel esta provisién puede alcanzar el
50 % del N total de la canopia (Quartieri et al.,2002)
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En la primavera, la floracién y los primeros estadios vegetativos de los perales dependen
casi exclusivamente del N almacenado y la absorcion radical de N recién es importante a partir
del crecimiento activo de los brotes (Sanchez et al., 1990°, 1991). En perales cv Abbé Fetel en
plena floracion, el 90 % del N en las flores proviene del almacenamiento y el desarrollo
temprano de los pequefios frutos se basa en el N removilizado de la reserva. Para el momento
de plena floracion la mayor parte del N presente en hojas de peral también deriva de la
removilizacién de N (Tagliavini et al., 1997). Luego de caida de pétalos, la absorcion radical se
incrementa progresivamente y comienza a enviar N a las hojas, proporcionando cerca del 46%
del nitrogeno total, convirtiéndose en una importante fuente de N para el crecimiento de los
brotes (Tagliavini et al., 1997). Por su parte, Sanchez et al. (1990°, 1991) encontraron una
menor recuperacion del N aplicado en primavera sobre perales cv. Comice.

A diferencia del peral, las hojas de dardo de manzano alcanzan su desarrollo maximo muy
rapidamente, por lo cual utilizan practicamente el N removilizado en exclusividad. Nielsen et al.
(1997) mencionan que el 80 % del N utilizado para el crecimiento de las hojas del dardo en
manzano proviene de las reservas.

La medicion de la capacidad de almacenamiento y removilizacion de N de un arbol es
dificultosa y gran parte del conocimiento deriva del uso del isétopo estable "N y el posterior
muestreo destructivo del arbol entero (Millard, 1996). Estos estudios suelen estar restringidos a
pequefios arboles cultivados en macetas con arena o hidroponia (Millard, 1996). Una
alternativa para estudiar la removilizacion de N sobre arboles adultos en el campo se basa en el
flujo de N en la savia xilematica durante la brotacion. Para su determinacién se deben integrar
mediciones de flujo xilematico con la concentracion de los compuestos nitrogenados presentes.
En manzano se han identificado los principales compuestos translocados en la savia xilematica:

Asparragina, glutamina y acido aspartico (Malaguti et al. 2001; Guak et al. 2003).

2.4.2 Aplicacion foliar de urea

La nutricién de las plantas a través de los érganos aéreos es considerada una técnica para
suministrar nutrientes rapidamente al 6rgano destino. Esta técnica puede ser util cuando el
suelo presenta condiciones limitantes para la disponibilidad y absorcion de nutrientes (baja
temperatura, humedad o aireacién) (Tagliavini & Toselli, 2004). La funcion especifica de la hoja
es la produccion de carbohidratos pero gracias a sus caracteristicas anatémicas presenta
condiciones ventajosas para la incorporacion inmediata de los nutrientes a los fotosintatos, y el
transporte de estos a los lugares de la planta con mayor demanda (Trinidad-Santos & Aguilar-
Manjarez, 1999).
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Para que el nutriente sea absorbido foliarmente, el mismo debe atravesar la cuticula de la
hoja. La composicién de la cuticula varia segun la especie. La cantidad de ceras que poseen
las hojas de una especie determinada, se correlaciona con la capacidad de absorber nutrientes.
Entre los frutales de hoja caduca, los manzanos son los que mejor responden a la fertilizacion
foliar. Las hojas de peral presentan mayor contenido de ceras que las del manzano, por lo que
absorcion es mas limitada (Sanchez, 1999).

Existen tres tipos de factores que afectan la eficiencia en una fertilizacién foliar: 1- de la
técnica de aplicacion (volumen y concentracion de la solucién aplicada, pH de la solucion y
adiciéon de surfactantes o tensioactivos), 2- de las condiciones ambientales en el momento de
aplicacién (temperatura, luz, humedad relativa, viento, hora del dia) y 3- del cultivo (especie,
edad de las hojas, cantidad de follaje en el momento de aplicacién) (Sanchez, 1999; Trinidad-
Santos & Aguilar-Manjarez, 1999).

La urea es el fertilizante mas ampliamente utilizado en la produccién agricola mundial
debido a su bajo costo, facilidad de manipulacién, estabilidad quimica y elevado contenido
nitrogenado (46%) (Sirko & Brodzik, 2000; Wang W. et al., 2008). La urea es extremadamente
soluble y puede ser aplicada de manera foliar, facilitando el manejo nitrogenado y minimizando
las pérdidas de N al medioambiente (Witte et al., 2002; Wang W. et al., 2008). La concentracion
de urea en la solucion depende del tipo de cultivo al que se aplica; en frutales 0,6-1,0 %, en
hortalizas 0,5- 3,0% y en cereales 0,5-10,0% (Trinidad-Santos & Aguilar- Manjarez, 1999).
Tagliavini & Toselli (2004) mencionan un rango mas amplio de concentraciones para plantas
frutales, entre 0,2 y 4 %. En post de mejorar la absorcion de urea en las hojas, el pH de la
solucion debe ser ligeramente acido: 5,4-6,6 (Tagliavini & Toselli, 2004; Wajcik, 2004). Por otra
parte la absorcién foliar de urea en manzanos y porotos (Phaseolus vulgaris L.) esta
relacionada positivamente con la intensidad de luz (Wéjcik, 2004).

En la mayoria de los cultivos, la absorcion foliar de urea es mayor y mas rapida que la de
otras formas inorganicas de N (Witte et al., 2002; Wojcik, 2004; Wang W. et al., 2008). Este
fendmeno esta relacionado con el hecho que la cuticula es entre 10 y 20 mas permeable a la
urea que a los iones inorganicos (Wéjcik, 2004). Incluso la urea incrementa la permeabilidad de
la cuticula facilitando la penetraciéon de otros nutrientes (Sanchez, 1999). Furuya & Umemiya
(2002) estudiaron la absorcion de varios fertilizantes nitrogenados en duraznero, entre los
cuales se encontraba la urea. Los autores encontraron que la maxima absorciéon de los
fertilizantes ocurrié a los 3 dias después de la aplicacion (DDA). A los 70 DDA, la urea fue el
fertilizante con mayor grado de absorcién (87,7%) y cada hoja presentaba en promedio 0,224

mg de nitrdgeno absorbido.
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En la mayoria de las plantas, la urea absorbida es hidrolizada en el citosol. El NH; liberado
puede ser asimilado o también puede pasar al apoplasto. La volatilizacion de NH; es la principal
causa de la frecuente baja recuperacion de N proveniente del fertilizante (30-70%), luego de la
aplicacion foliar de urea (Witte et al., 2002).

La fertilizacion nitrogenada aplicada luego de la cosecha es efectiva para incrementar las
reservas nitrogenadas en los tejidos perennes (Quartieri et al., 2002). En perales, las
aplicaciones poscosecha via suelo destinan principalmente el N al sistema radical (Sanchez et
al., 1991) mientras que muy poca cantidad de N aplicado en el suelo es detectado en las yemas
florales (Sanchez & Righetti, 1990). En poscosecha también se puede pulverizar urea en
concentraciones entre 2 y 10 % sobre las hojas (Sanchez et al., 1990?). Estas aplicaciones
permiten aumentar el N almacenado en la parte aérea de la planta (Sanchez et al., 1991;
Tagliavini et al.,, 1999; Tagliavini & Millard, 2005) y removilizarlo mas rapidamente en la
floracién (Sanchez, 1999).

En la primavera, cuando la canopia del arbol se encuentra desarrollada, la fertilizacion
nitrogenada aplicada foliarmente sobre perales no puede exceder una concentracion de 0,5%
(Sanchez et al., 1990%). Sin embargo cuando se aplican altas concentraciones de urea en la
floracion, las concentraciones minerales en hojas y frutos pueden incrementarse, tanto en
duraznos y nectarines, como en pistachos y manzanos (Zilkah et al., 1988; Handschack &
Alexander, 2002; Rahemi & Ramezanian, 2007).

Zilkah et al. (1987) estudiaron la translocacién de '°N-urea en destinos vegetativos y
reproductivos en palto (Persea americana Mill). La aplicacion de urea al 2% incrementé el peso
seco de las inflorescencias laterales y su concentracion en °N. Las inflorescencias terminales
pulverizadas con urea al 6% presentaban 2,55% de Nitrégeno, respecto a 1,89% de N de
inflorescencias terminales testigos. Alrededor del 21 % de ese N provenia de la urea aplicada.
Similares cantidades de "°N fueron translocadas a los frutos en desarrollo y a las nuevas hojas.

Un mes después la aplicacion foliar de "N-urea al 2% luego de la floracién sobre manzanos
cv Fuji, las hojas aplicadas presentaban 10 % de nitrégeno proveniente del fertilizante (NPF)
(Fallahi et al., 2002). Handschack & Alexander (2002) encontraron que manzanos pulverizados
con urea al 6% al inicio de la floracién presentaban un mayor contenido de nitrégeno en hojas

en Agosto (Hemisferio Norte).
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2.4.3 La urea dentro de la célula vegetal

La urea se encuentra por doquier en la naturaleza, donde es una fuente de nitrégeno
rapidamente disponible para el crecimiento de varios organismos, incluyendo bacterias, hongos
y plantas. La principal fuente de urea en la naturaleza son la descomposicion de compuestos
nitrogenados de organismos muertos y la excrecion de orina de parte de los animales. La urea
es rapidamente degradada por enzimas presentes en los organismos y liberadas en el suelo.
Por lo tanto la concentracion de urea en ambientes naturales es baja y en suelos agricolas no
suele superar 70 uM. La urea en el suelo se descompone rapidamente en amonio (NH,"), el
cual puede ser absorbido por las raices, nitrificado o fijado en el suelo (Wang W. et al., 2008).

En fertilizaciones via suelo, no ingresan grandes cantidades de urea en la planta; sin
embargo en pulverizaciones foliar muchos estudios fisioldgicos sostienen que la molécula de
urea ingresa entera en las células vegetales (Wang W. et al., 2008). El nitrégeno proveniente de
la urea absorbida por la hoja debe ser metabolizado en los tejidos de las plantas antes de ser
utilizado. Este metabolismo involucra varias reacciones tales como la hidrdlisis de la urea y la
incorporacién del amoniaco/amonio a los aminoacidos (Wdjcik, 2004).

En las células vegetales, la urea es un importante intermediario del metabolismo, producto
del catabolismo del N (Wang W. et al., 2008). (Fig.2.4).Una de las principales fuentes de urea
es la degradacion de la arginina (Arg) en el mitocondrias (Fig.2.4). En las plantas la Arg es un
importante compuesto utilizado para el transporte y almacenamiento de N y esta ligada con la
degradacion de proteinas (Sirko & Brodzik, 2000; Witte et al., 2002; Follmer, 2008; Wang W. et
al., 2008). El catabolismo de la Arg también esta fuertemente conectado al metabolismo de las
poliaminas. La urea es un subproducto de la sintesis de poliaminas. La agmatina es sintetizada
a partir de la arginina y luego es hidrolizada por la agmatinasa para formar putrescina y urea
(Wang W. et al., 2008). (Fig. 2.4)

En algunas plantas, la urea también puede ser generada por el catabolismo de las ureidas
(especialmente alantoina y alantoato) (Sirko & Brodzik, 2000; Witte et al., 2002; Follmer, 2008;
Wang W. et al., 2008) (Fig.2.4). Las ureidas provienen de las purinas, originadas de la
degradacién de acidos nucleicos tales como el ADN (Acido Desoxirribo Nucleico) y ARN (Acido
Ribo Nucleico). En algunas especies las ureidas representan una importante forma de

transporte del N.
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Figura 2.4. Esquema simplificado mostrando la generacion, transporte y degradacién de urea
en células vegetales. Las enzimas generadoras de urea son: (1) arginasa, (2) agmatinasa y (3)
amidinohidrolasas. La urea citosolica puede ser hidrolizada por la (4) ureasa a amonio, el cual
luego es asimilado por la (5) glutaminasintetasa, complementada con la (6) glutamato sintetasa.
Modificado de Wang W. et al. (2008).

Un importante rol fisiolégico de la urea en el metabolismo del N se manifiesta en procesos
tales como la germinacién de semillas y la senescencia de las hojas, en los cuales ciertos
tejidos denominados “fuentes” removilizan N para localizarlo en otros destinos. En estos tejidos,
la degradacion de macromoléculas contenedoras de N (tales como las proteinas y los
nucledtidos), proporciona grandes cantidades de urea, como fuente de N (Witte et al., 2002;
Wang W. et al., 2008).

En la senescencia de las hojas ocurre un cambio metabdlico importante: la asimilacion de
carbono es reemplazada por el catabolismo de la clorofila y otras macromoléculas tales como
proteinas y ARN (Lim et al., 2007) El primer cambio significativo en la estructura de la célula es
la degradacién de los cloroplastos, organelas que contienen mas del 70 % de la proteina de la
hoja (Lim et al., 2007). La mayor parte del N en las hojas se encuentra incorporada en
proteinas. En plantas C3 la mas abundante es la enzima RUBISCO (Ribulosa 1,5-bisfosfato
carboxilasa/ oxigenasa), la cual representa mas del 90 % de la proteinas solubles en hojas de
manzano (Millard, 1993).
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2.4.4 Enzima ureasa

En las plantas superiores, el N presente en la urea no esta disponible sino hasta que es
hidrolizado por la ureasa (Sirko & Brodzik, 2000, Follmer, 2008). El rol primario de la ureasa es
permitir a los organismos utilizar la urea generada externa o internamente como recurso
nitrogenado. Cualquier modificacion que permita incrementar la actividad ureasa puede resultar
en una asimilacion mas efectiva de este fertilizante (Sirko & Brodzik, 2000).

Muchos organismos, incluyendo las plantas, los hongos y algunas bacterias, sintetizan
ureasa (Sirko & Brodzik, 2000; Wang W. et al., 2008; Follmer, 2008). La ureasa es una enzima
citosolica y puede ser encontrada en todos los tejidos de las plantas por lo que se la considera
ubicua (Sirko & Brodzik, 2000; Witte et al., 2002).

La ureasa cataliza la hidrélisis de la urea para formar carbamato y amoniaco (NH;) El
carbamato es inestable y termina formando otra molécula de NH; y didéxido de carbono (CO5).
(Witte et al., 2002). En definitiva, la hidrdlisis de la urea en el citosol libera didxido de carbono y
amoniaco (Bibby & Hukins, 1992; Sirko & Brodzik, 2000; Wang W. et al., 2008; Follmer, 2008)

(NH2).CO + H,O > 2 NH;3 + CO;,

En pH neutro, la mayor parte de NH; se convierte en amonio (NHs + H" = NH,") (Witte et al.,
2002), el cual entonces es asimilado (Wang W. et al., 2008)

La enzima ureasa presenta dos iones de niquel (Ni) en su sitio activo. Es por esto que el
niquel es considerado un nutriente esencial en las plantas, lo cual refleja la importancia de esta
enzima para el metabolismo. Las plantas que crecen sin Ni no muestran actividad ureasa, por lo
cual acumulan grandes cantidades de urea y presentan reducidas concentraciones de
aminodcidos tales como la glutamina (GIn) y asparagina (Asn). Estas plantas son deficientes en
N, tienen una apariencia clorética y presentan una pobre produccién de materia seca
(Gerendas & Sattelmacher, 1997%). La deficiencia en Ni afecta fuertemente a las plantas cuya
fuente de N es la urea (Gerendas & Sattemacher, 1997°, 1999; Gerendas et al., 1998).

2.4.5 Asimilacion del amonio en aminoacidos

En las plantas todo el nitrégeno inorganico es reducido a amonio antes de ser incorporado
en una forma organica (Lam et al., 1996). El amonio es un producto téxico en el citoplasma, por
lo tanto es inmediatamente incorporado a una molécula organica (Britto & Kronzucker, 2002).
En el citosol, el NH;* se encuentra en concentraciones dentro del rango milimolar (Britto et al.,
2001).
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En la raiz, el NH," puede provenir de la absorcion, de la reduccion de los nitratos o de la
degradacién de proteinas de reserva. Normalmente la asimilacion del amonio ocurre en la
propia raiz (Wiliams & Miller, 2001) y los aminoacidos sintetizados son conducidos por el
xilema a la parte aérea donde son requeridos en los puntos de crecimiento para la sintesis de
proteinas (Lam et al., 1996). Pero también el NH," puede ser transportado hacia las hojas
(Nielsen & Schjoerring, 1998).

En la hoja, ademas del NH," ingresado, grandes cantidades son constantemente generadas
por la fotorespiracion (Lam et al., 1996; Nielsen & Schjoerring, 1998). En plantas C3, la cantidad
de amonio liberado a través de la fotorespiracion puede llegar a ser 10 veces mas importante
que el amonio proveniente de la asimilacién primaria; por lo tanto, para sobrevivir, una planta
debe poder reasimilar este amonio fotorespiratorio ( Lam et al., 1996).

Las principales enzimas vinculadas con la asimilacion del NH," son la glutamino sintetasa
(GS) vy la glutamato sintetasa (GOGAT) ( Lam et al., 1996; Sirko & Brodzik, 2000; Wang W. et
al., 2008)

La GS cataliza la sintesis de glutamina (GIn) a partir de glutamato (Glu) y amonio (Lam et
al., 1996). Esta enzima presenta una alta afinidad con el NH,", lo cual se refleja en su bajo valor
de Km (10-20 pM) (Britto et al., 2001). El km es la concentracién del sustrato que permite a la
enzima trabajar a la mitad de su velocidad maxima. La GS puede encontrarse en el citosol o en
el cloroplasto (Lam et al.,, 1996). La GS cloroplastica tiene por funcién la reasimilacién del
amonio proveniente de la fotorespiracién en la mitocondria (Lam et al., 1996; Nielsen &
Schjoerring, 1998).

La GOGAT cataliza la formacién de 2 moléculas de glutamato a partir de glutamina y 2-
oxoglutarato. En las raices se encuentra la NADH-GOGAT, en tanto que en los cloroplastos de
la hoja, se encuentra la Ferredoxin-GOGAT, que cuenta con la particularidad de ser inducida
por la luz (Lam et al., 1996).

Como en todo proceso de reduccién, en estas dos reacciones es necesaria una fuente de

energia quimica. Cuando el proceso ocurre en las hojas, la energia de muy bajo costo proviene
de la reaccion luminica de la fotosintesis. En cambio cuando el proceso se localiza en la raiz, la
energia en forma de ATP proviene de la respiracion de las mitocondrias (Heldt, 2005).
Estos dos aminoacidos (GIn y Glu) operan como moléculas transportadoras de nitrdgeno y
pueden actuar como dadores de nitrégeno en muchas reacciones celulares, tal como la sintesis
de asparagina (Asn), otro aminoacido comunmente presente en la reserva o movilizaciéon del N.
La asparagina se forma a partir de la glutamina y el acido aspartico, liberando glutamato (Lam
et al., 1996).
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2.5 Efecto toxico de la urea en la planta. Implicancia del estrés oxidativo

2.5.1 Necrosis por aplicacion foliar de urea

En aplicaciones de raleadores causticos, como la urea, la concentracién de la solucién es
crucial, ya que estos productos suelen ser fitotdxicos (Dennis, 2000). Cuando se acumulan altas
concentraciones de urea en las hojas, se manifiesta un efecto toxico y se observa una necrosis
en la punta de las hojas (Krogmeier et al., 1989).

En durazneros y nectarines, la urea en altas concentraciones (8-12 %) no resulté fitotoxica
para las hojas nuevas. Sin embargo, dosis excesivas de urea (12-16%) causaron el
decaimiento de brotes y el desecamiento de pequefas ramitas (Zilkah et al., 1988). En
duraznero, la aplicacién de urea es mas segura que en manzano, ya que en el momento de la
floracion los durazneros presentan menos follaje (Dennis, 2000).

En manzanos, se observan severas necrosis en las hojas dias después de aplicar urea (4-
8%) (Link, 2000; Wertheim, 2000). Schroder & Link (2002), encontraron que la aplicacion de
urea al 4% dafid entre el 8 y el 22 % del area foliar las hojas. En perales, la aplicacién de urea
(5-10%) en poscosecha causd necrosis en los margenes de las hojas (Sanchez et al., 1990%).
En plena floracion, la aplicaciéon de urea (5-7,5%) genero cierto grado de quemadura sobre los

pétalos de las flores pero no manifesté ningun efecto visible sobre las hojas de perales.

2.5.2 Toxicidad por amonio

Cuando se realiza una pulverizacion de urea sobre las hojas de una planta, la misma es
degradada por la enzima ureasa generando amoniaco (NH;3) y diéxido de carbono (CO,).
Inmediatamente, el amoniaco se carga positivamente, convirtiéndose en amonio (NH4"). El
mismo pasa a formar parte de algun aminoacido, para integrar posteriormente una proteina.
Cuando la solucién de urea es muy concentrada, la planta no logra incorporarlo a los
aminodacidos con la suficiente rapidez y se acumulan grandes cantidades de amonio en la hoja.
El amonio es un nutriente paradéjico, a pesar de ser el intermediario en muchas reacciones
metabdlicas y una fuente nitrogenada cuyo estado oxidativo no necesita reduccién en la célula
vegetal; puede generar sintomas de toxicidad. Tal efecto ha sido observado en practicamente
todas las plantas cuando son cultivadas con NH," como Unico recurso nitrogenado (Britto &
Krozucker, 2002). La mayoria de los estudios se basan en la toxicidad generada por NH,"
suministrado en las raices, pero por lo general, bajo esta condicibn se encuentran
concentraciones citosélicas de NH;" mayores a las habituales. La concentracién citosélica de

NH," se encuentra en el rango bajo o medio milimolar (Britto & Krozucker, 2002).
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A pesar de que los mecanismos que subyacen a la toxicidad debida al NH," han sido
extensamente buscados, no se ha logrado comprender los eventos primarios a nivel celular. Se
han postulado varias hipotesis para explicar por qué el NH," es tdxico para las plantas (Britto et
al., 2001?%) pero los mecanismos moleculares y bioquimicos de la fitotoxicidad todavia necesitan
ser dilucidados (Wang W. et al., 2008).

Dado que la absorcion radical de NH," esta acoplada con la expulsion de H* a la rizosfera,
repetidas veces se ha sugerido a la acidificacion del medio radical cémo el causante de los
sintomas observados. Sin embargo, a menudo la toxicidad sigue manifestandose aun en
soluciones con pH controlado, por lo cual otros factores deben estar actuando (Britto et al.,
20012 ; Britto & Krozucker, 2002).

También se menciona el disturbio del pH intracelular como una explicacién al respecto, ya
que la incorporacion de NH;" en las proteinas también libera H*; pero en un analisis mas
completo, en el que se incluya la absorcién y la asimilacion, se concluye que la célula vegetal
experimenta la aparicion intracelular de 4 moles de H* por mol de N, sin importar que este N
sea suministrado como NH;" o NOs’, por lo cual ésta no podria ser la razon (Britto & Krozucker,
2002).

Otros autores han sugerido que una privacion local de carbohidratos en las hojas puede
contribuir al sindrome sintomatico, debido a que la mayoria de las plantas asimila el nitrégeno
en la raiz y requiere una provision de esqueletos carbonados (Zhu et al., 2000; Britto et al.,
20012).

Las plantas cultivadas en base a NH," presentan en sus tejidos una disminucion esencial de
cationes tales como K*, Mg*? y Ca*2. Esta disminucién esta acompafiada con incrementos en
los niveles de aniones inorganicos tales como los cloruros, sulfatos y fosfatos. Esto puede
contribuir al sindrome téxico por amonio (Britto et al., 2001%; Britto & Krozucker, 2002; Wang C.
et al., 2008). Otras modificaciones en la composicion celular incluyen una mayor concentraciéon
de aminoacidos libres y poliaminas (Britto & Krozucker, 2002; Wang C. et al., 2008).

Es notorio que la toxicidad al amonio es mas pronunciada ante altas intensidades luminicas
por lo cual el efecto del amonio sobre la fotosintesis reviste especial interés. La conexion entre
la supresién de crecimiento inducida por NH," ante altas intensidades de luz y un dafio en los
centros fotosintéticos ha sido planteada por Britto & Krozucker (2002). Se ha demostrado que
es falso que la toxicidad debida al NH," resulta del desacople de la fotofosforilacion de la
fotosintesis en los cloroplastos, una de las primeras hipétesis mencionadas (Zhu et al., 2000;
Britto et al., 2001?).

27



Las plantas expuestas a niveles altos de amonio a menudo presentan una menor fijacién de
CO, (Britto & Krozucker, 2002). Esta disminucion en la fotosintesis neta puede deberse a un
incremento en la fotorespiracion (Zhu et al.,, 2000) o a una menor capacidad para sintetizar
pigmentos como la clorofila, debido al déficit de Mg*? (Wang C. et al., 2008).

La fotoreduccion rapida del carotenoide violaxantina a su forma reducida zeaxantina bajo
condiciones de alta intensidad de luz, disipa la energia luminica en forma térmica. Asi, la
zeaxantina cumple un rol fotoprotector del fotosistema Il del aparato fotosintético (Lichtenthaler,
1998). La conversion de violaxantina a zeaxantina, fue mucho mayor en hojas de plantas de
poroto crecidas en base a NO5™ que las de hojas de plantas crecidas en base a NH;" (Zhu et al.,
2000; Bendixen et al., 2001). La oxidacién no enzimatica de zeaxantina a violaxantina puede
estar ocasionada por el oxigeno singulete, una especie reactiva del oxigeno (Lichtenthaler,
1998).

Drath et al. (2008) trabajando en una cianobacteria (Synechocystis), encontraron que el
amonio acelera la fotodestruccion del fotosistema Il. Los autores se inclinan a pensar que si
bien el trabajo fue realizado en una bacteria, es probable que este fendbmeno pueda ser
generalizado para todos los organismos fotosintéticos aerdbicos.

Zhu et al. (2000) estudiaron las diferencias en la tolerancia al estrés luminico de plantas de
poroto segun el tipo de suministro nitrogenado: NOs” o NH,4". Las plantas crecidas en base a
NH,", presentaban concentraciones incrementadas de NH," en sus hojas. Bajo altas
intensidades de luz, estas plantas utilizan vias metabdlicas que conducen a una mayor
produccién de especies reactivas del oxigeno (EAO). Una consecuencia importante de esta
mayor produccion de EAO, es la peroxidacion de lipidos. Bajo un estrés luminico, las hojas con
mayor contenido de NH," presentaron una mayor peroxidacion de lipidos desde el inicio del
tratamiento. Luego de siete dias, la peroxidacién de lipidos decrecié gradualmente hasta el
nivel del control, debido probablemente a incrementos en los mecanismos de defensa
antioxidante.

Wang C. et al. (2008), trabajando en una planta acuatica perenne distribuida extensamente
en China, encontraron que el amoniaco induce la generacién de EAO. Las EAO pueden
afectar el sistema fotosintético de las plantas, causando dafios en la membrana y la estructura
del cloroplasto. A pesar de estos antecedentes, la implicancia de las EAO durante el estrés

producido por amonio todavia no ha sido bien caracterizada (Dominguez-Valdivia et al., 2008).
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2.5.3 Especies reactivas del oxigeno

Cuando las formas de oxigeno estan incompletamente reducidas, son llamadas especies
reactivas del oxigeno (EAQO) (Smirnoff, 1993; Dat et al., 2000; Mittler, 2002). La produccion de
las EAO es una consecuencia inevitable del metabolismo aerébico (Mittler, 2002; Asada, 2006).
Las EAO son extremadamente reactivas y oxidan todo tipo de componentes celulares,
proteinas, lipidos y ADN; afectando componentes claves del metabolismo celular de la planta
(Davies, 1987; Smirnoff, 1995; Dat et al., 2000;Mittler, 2002; Mgller et al., 2007; Luna et al.,
2006). La respuesta de la planta depende de la concentracion y el sitio de produccion de las
EAO (Mgller et al., 2007).

En el metabolismo normal de la planta, la fotosintesis y la respiracion son fuentes de EAO
(Mittler, 2002). En los tejidos no verdes o en la oscuridad, la respiracion en el mitocondrias
parece ser la principal productora de EAO (Mgaller et al., 2007) en tanto que en los tejidos
verdes expuestos a la luz, los cloroplastos y los peroxisomas (por la fotorespiracion) son los
principales productores de EAO (Asada, 2006; Mgller et al., 2007). Las diferentes EAO
presentan propiedades muy distintas (Mgller et al., 2007).

A pesar de su caracter radical, la molécula de oxigeno es estable y moderadamente
agresiva (Ballester, 1996). El oxigeno atmosférico es relativamente poco reactivo, pero puede
transformarse en formas mas reactivas, tales como el superéxido, el peroxido de hidrégeno y el

radical hidroxilo, las cuales pueden causar dafios al ambiente celular (Sminorff, 1993).
El radical anion superoxido (O,® ') tiene una vida media de 2 a 4 ps (Dat et al., 2000). El

superoxido en si mismo no es altamente reactivo y produce el dafio mediante la formacién de
peréxido de hidrégeno (H,0,) (Sminorff, 1993). El H,O, es una molécula relativamente estable y
afin al agua (Ballester, 1996). Su vida media es relativamente larga (1 ms) (Dat et al., 2000) y
una de sus principales fuentes es la fotorespiracion (Luna et al. 2005).

La reaccién del radical anion superoxido y el peroxido de hidrégeno, para formar el radical
hidroxilo (HO®) es muy lenta y lleva el nombre de Haber Weiss (Sminorff, 1993; Inzé & Van
Montangu, 1995). En presencia de Hierro (Fe), Cobre (Cu) u otros metales de transicién, esta
reaccion se cataliza y cobra el nombre de reaccion de Fenton (Sminorff, 1993; Dat et al., 2000;
Mgller et al., 2007). Por esto, un mecanismo para limitar la formacién de HO®* es mantener
extremadamente baja la concentracion de iones metalicos (Maller et al., 2007).

El radical hidroxilo (HO®) es extremadamente tdxico (Ballester, 1996), tiene una vida media
muy corta, menor a 1 ys, y se encuentra en muy bajas concentraciones (Dat et al., 2000; Mgller
et al. 2007). El HO® reacciona rapidamente con todo tipo de componentes celulares (proteinas,
lipidos y ADN) en su sitio de produccién (Inzé & Van Montangu, 1995; Dat et al., 2000; Mgaller et
al., 2007). Debido a su semejanza fisicoquimica con el agua y a su pequenez, lo que facilita su
penetracion en las membranas celulares, el HO® ataca a las proteinas y los lipidos presentes en

ellas y produce efectos devastadores (Ballester, 1996).
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Si bien las EAO son normalmente formadas en el metabolismo de las células, su regulacion
es un evento comun y esencial para la supervivencia de la planta (Dat et al., 2000; Mittler, 2002;
Mgiller et al., 2007). Las células de todos los organismos aerobicos tienen muchos mecanismos
para remover estas EAO antes de que produzcan dafio (Sminorff, 1993, Mittler, 2002). EI
balance entre la produccién de EAO vy la actividad de los sistemas removedores va a determinar
el tipo y la concentracién de EAO presente y el dafo ocasionado (Mgller et al., 2007). El estrés
puede alterar la homeostasis celular e incrementar la produccion de EAO (Mittler, 2002). El
dafo oxidativo esta frecuentemente asociado con el estrés biodtico y abidtico (Luna et al. 1994;
Smirnoff, 1998, Mittler, 2002; Apel & Hirt, 2004).

Las células vegetales contienen una serie de mecanismos de proteccion enzimaticos y no
enzimaticos que eliminan eficientemente las EAO y minimizan la ocurrencia de dafo oxidativo
bajo circunstancias normales (Sminorff, 1993; Inzé & Van Montangu, 1995; Dat et al., 2000;
Mittler, 2002; Mgller et al., 2007). El principal mecanismo de proteccion es la accion de las
enzimas: superoxido-dismutasa, ascorbato-peroxidasa y catalasa (Mittler, 2002). Entre los
mecanismos de proteccién no enzimaticos se encuentran metabolitos hidrosolubles: Acido
ascorbico y glutation; y liposolubles: carotenoides y a-tocoferol, los cuales se presentan en altas
concentraciones en las plantas (Inzé & Van Montangu, 1995; Mittler, 2002). Los radicales
hidroxilos son demasiado reactivos para ser eliminados enzimaticamente pero su formacion se

encuentra limitada por la eliminacion de sus precursores (Inzé & Van Montangu, 1995).

2.5.4 Dafo oxidativo

Los sintomas de dafio oxidativo no son faciles de medir, incluyen peroxidacion de lipidos,
particularmente de membranas celulares, desnaturalizacion de proteinas y dafio a los acidos
nucleicos (Smirnoff, 1993; Ballester, 1996). Tradicionalmente la peroxidacion de lipidos es
considerada como el principal dafo debido a las EAO y ademas, es el mas frecuentemente
medido (Smirnoff, 1993; Rikans & Hornbrook, 1997; Luna et al., 2000°; Del Rio et al. 2005).

Los acidos grasos poliinsaturados son los mas susceptibles a la peroxidacion (Smirnoff,
1993). En las membranas, los principales acidos grasos polinsaturados son el acido Linoleico
(18:2) y el acido Linolenico (18:3) (Mgller et al., 2007). Su peroxidacion disminuye la fluidez y
selectividad de la membrana (Luna et al., 2000°; Mgller et al,. 2007). Los aldehidos son los
principales productos de la oxidacion de los lipidos (Smirnoff, 1993; Del Rio et al., 2005). Los
principales aldehidos formados son el HNE (4-hydroxy 2 nonenal) proveniente del acido

linoleico y el MDA (maldn di aldehido) proveniente del 4cido linolenico (Mgller et al., 2007).
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El MDA es el principal producto final de bajo peso molecular y ha sido extensamente
utilizado desde el afio 1950 para estimar la peroxidacién de acidos grasos polinsaturados de
membranas celulares en una amplia variedad de vegetales, entre los que se puede mencionar
plantas acuaticas (Wang C. et al., 2008), plantas de poroto (Zhu et al., 2000), trigo (Luna et al.,
1997; Luna et al. 2000%) y soja (Luna et al., 2006), arbustos (Munné-Bosch & Alegre, 2002),
arandanos (Taulavuori et al., 2001), arboles caducifolios (Garcia-Plazaola et al., 2003), citricos
(Arbona et al., 2008) e incluso perales (Predieri et al., 1995). Si bien la determinacién de MDA
se ha convertido en el sistema elegido como indicador general de peroxidacién de lipidos
(Hodges et al., 1999; Del Rio et al., 2005), éste aldehido solo puede ser formado por acidos
grasos con 3 o mas enlaces dobles y dado que los tejidos vegetales a menudo contienen
niveles altos de acido linoleico, el MDA puede subestimar la cantidad de peroxidacion total
(Griffiths et al., 2000). De todas maneras, la cuantificaciéon del MDA puede ser una herramienta
util cuando nuestro objetivo no es cuantificar la cantidad total de peroxidacion, sino evaluar si
determinada situacién genera un estrés oxidativo en términos relativos.

En 1968, Heath & Packer desarrollaron una técnica para cuantificar el MDA basada en su
reaccion con el acido tio-barbiturico (TBA) para formar un producto fluorescente rojo en
condiciones de pH bajo y altas temperaturas. Este producto presenta un pico maximo de
absorcion de luz en 532 nm de longitud de onda, donde su coeficiente de extincion molar es de
1,55 10° moles /litro. Esta técnica ha sido reconocida por su simplicidad, sensibilidad, economia

y rapidez, convirtiéndose en un clasico que continla en vigencia.

En 1992, Du & Bramlage alertaron que esta técnica puede sobreestimar el contenido de
MDA, debido a que el TBA puede reaccionar con la sacarosa a 37 °C para formar un
compuesto que presenta una absorbancia maxima a 440 nm. En base a mediciones en
manzanas, tomates y pimientos los autores concluyen que la interferencia debida a azucares
(sacarosa y fructosa), no es despreciable ya que, si bien generan una interferencia sumamente
baja a 532 nm, su concentracion en los tejidos vegetales es marcadamente mayor a la del MDA
(1-10 mM vs. 0,75-5 pM). Por tal motivo, los autores incluyen una mediciéon a 440 nm en el
espectrofotdmetro para poder determinar la interferencia debida a azucares.

En 1999, Hodges et al. advierten que las antocianinas contribuyen a la absorbancia a 532
nm. De hecho, la diferencia entre la absorbancia a 536 y 600 nm es un método comun para
cuantificar en contenido de antocianinas. Sumado a esto, los tejidos de plantas expuestas a
estrés ambiental acumulan estas sustancias, las cuales pueden no ser visibles a simple vista.
En base a estudios en materiales ricos en pigmentos, principalmente antocianinas, tales como
la remolacha, el arandano, la berenjena, el tomate, el rabanito, la espinaca y la lechuga, los
autores proponen realizar dos soluciones con el extracto del tejido, una con el agregado de TBA
y otra sin TBA (denominada control) para poder discernir la interferencia generada por las

antocianinas.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de trabajo

Los ensayos se llevaron a cabo en dos montes frutales ubicados en la Estaciéon
Experimental Agropecuaria INTA Alto Valle en Contralmirante Guerrico, provincia de Rio
Negro (39° 01" de latitud Sur y 67° 40" de longitud Oeste, 242 msnm) durante las
temporadas 2006/2007, 2007/2008 y 2008/2009.

De acuerdo con Thornthwait, la region del Alto Valle se caracteriza por tener un clima
arido a semiarido, mesotermal y con lluvias deficientes durante todo el afio. En la
clasificacion de Koppen, la zona estd dentro de la region climatica Bwk: clima seco,
desértico fresco (Rodriguez & Muinoz, 2006).

La region se caracteriza por tener altos valores de radiacién global. El fotoperiodo tiene
su valor maximo en diciembre con 15,9 horas y disminuye paulatinamente hasta junio,
acusando un valor de 10,4 horas. La zona se caracteriza por tener una temperatura media
anual de 15 °C. El mes mas caluroso es enero, con temperaturas medias de 24 °C vy
maximas medias de 31 °C. Durante el mes de julio la temperatura media es de 6,6 °C con
una maxima media de 13 °C. La marcada amplitud térmica media de 17°C es propia del
caracter continental de la region. La fecha media de ocurrencia de la primer helada es el 14
de abril y, la de la ultima helada, el 3 de octubre. El periodo medio libre de heladas es de
190 dias. La necesidad de frio invernal de los frutales de hoja caduca es normalmente
satisfecha, alcanzando valores superiores a las 1.200 horas. El proceso de evaporacion fue
marcado en el mes de enero con valores medios de 7 mm por dia. Al afo, la perdida de
agua por evaporacion alcanza un total de aproximadamente 1.400 mm. Sin embargo la
precipitacién media anual es de tan solo 244 mm. La humedad relativa anual media es de
65%. El viento adquiere importancia en la zona principalmente de octubre a diciembre,
cuando ocurre la mayor frecuencia de vientos fuertes, superiores a 40 km/h. El viento se
presenta todo el afo, adquiriendo velocidades medias entre 5 y 9 km/hora, la direccion
predominante es del oeste y suroeste, frio y seco (Rodriguez & Mufnoz, 2006).

El tipo de suelo corresponde a un Halacuepte fluvéntico que presenta un horizonte A de
aproximadamente 20 cm de espesor, textura franca, estructurado en bloques, de pH neutro
a ligeramente alcalino. Es un suelo moderadamente bien drenado y presenta un bajo

contenido de materia organica (1,34%) y una salinidad entre 0,3-0.6 mS/cm (CFI, 2008).
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3.2 Material vegetal

Las principales caracteristicas de las parcelas se detallan en la tabla 3.1.

Tabla 3.1: Principales caracteristicas de las parcelas frutales empleadas.

Variedad/ Ano de | Marco de | Sistema de Tipo de Proteccion
Parcela o it ! o . :
Portainjerto | plantacion | plantacion | conduccién riego antihelada
Williams/ Espaldera
5N1 F 1975 4x4m Orientacion Manto Calefactores
ranco
Este-Oeste
- Espaldera .
5N4 Williams/ 1993 | 4x3m | Orientacion | M | Aspersion
Franco aspersion
Este-Oeste

En ambas parcelas, ademas de filas de perales de cv. Williams en las cuales se realizaron
las experiencias, hay filas intercaladas de perales cv. Packhams Triumph y cv. Berreu D anjou.
En el cuadro 5N1 se realizd un riego cada 15 dias comenzando, en cada temporada, en el mes
de septiembre y finalizando en el mes de marzo, contabilizando en total 14 riegos en toda la
temporada. En el caso del cuadro 5N4 el riego se efectud en funcion de la evaporacién del

tanque tipo A con un Kc que varié a lo largo del ciclo del cultivo entre 0,6 y 1,2.

Para determinar el estado nutricional de las plantas del ensayo se tomaron muestras
foliares a principios de Febrero y se enviaron a laboratorios especializados para determinar la
concentracién de nutrientes (Los resultados se presentan en el anexo). En cuanto al manejo
sanitario de los cuadros, se siguieron los tratamientos de acuerdo al plan de manejo de plagas

y enfermedades que se llevan a cabo en los montes comerciales.

3.3 Disefo experimental y tratamientos

Se realizaron tres ensayos para dar respuesta a los 5 objetivos especificos.

Para los primeros 3 objetivos, se realizo el ensayo en el cuadro 5N1 por tres temporadas.
En la ultima temporada se decidié realizarlo también en el cuadro 5N4. En el cuadro 5N1, se
seleccionaron 10 filas distanciadas al menos 30 metros de las cortinas forestales para evitar
cualquier tipo de competencia que pudieran ejercer las barreras rompevientos. En el cuadro
5N4 se utilizaron 3 filas. Los arboles del cuadro 5N1, de mas de 30 afos, presentaron una
variabilidad elevada. Por tal motivo, dentro de cada hilera se seleccionaron plantas similares

respecto al tamano y la densidad floral.
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En la tabla 3.2 se presenta el area seccional de tronco promedio y el nimero de ramilletes
promedio de los arboles incluidos en el ensayo en cada temporada y su coeficiente de

variacién. Los tratamientos se distribuyeron al azar entre las plantas seleccionadas.

Tabla 3.2. Area seccional de tronco y nimero de ramilletes florales promedio por arbol de las
plantas evaluadas en los ensayos

Area seccional de tronco N° de ramilletes florales
Cuadro Temporada (cm?) por arbol
Promedio Ccv Promedio Ccv
2006-2007 232,9 26 % 132,7 28 %
5N1 2007-2008 204,7 24 % 319,9 23 %
2008-2009 247,0 26 % 406,4 20 %
5N4 2008-2009 125,1 24 % 181,2 18 %

CV: Coeficiente de Varianza

El disefio experimental empleado fue completamente alegorizado con 10 repeticiones por
tratamiento. El tratamiento fue la aplicacién foliar de urea en la floracion. Las aplicaciones se
realizaron cuando los arboles se encontraban en plena floraciéon (80 % de flores abiertas)
(Fleckinger, 1965) con una pulverizadora hidraulica de 500 L, la cual cuenta con una lanza para
aplicaciones dirigidas. Se realizé una pulverizacion pareja sobre ambas caras de toda la planta
hasta alcanzar el punto de goteo. Las concentraciones, fechas, horas y condiciones

ambientales en el momento de la aplicacion se detallan en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Caracteristicas ambientales de los momentos en que se realizaron las
pulverizaciones foliares de urea sobre perales cv . Williams
Cuadro | Concentracion Fecha Horario Temperatura | Humedad | Velocidad
(% p/v) ambiental Relativa del viento
5% 22/09/06 9:00-10:00 8-12°C 50-60% 1,5-3 km/h
5N1 5% 03/10/07 13:00-15:00 23°C 26 % 4 km/h
7,5% 25/09/08 8:30-9:00 9-12°C 70-85 % 0-5 km/h
5N4 7,5 % 24/09/08 14:00-15:00 22°C 23-28 % 2-5 km/h

En la primera temporada, se seleccioné al azar la mitad de las plantas de cada tratamiento

y fueron raleadas manualmente entre el 15 y el 30 de Noviembre dejando los dos frutos mas

grandes en cada ramillete floral. Por lo cual en este caso en particular el disefio fue bifactorial

con 5 repeticiones.
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Para la evaluacion nutricional, objetivo especifico 4, se trabajo en el cuadro 5N4 con un
disefio completamente aleatorizado con 6 repeticiones. Los tratamientos fueron: testigo y la
pulverizacion con urea enriquecida (10 % de is6topo estable N). En plena floracién se
marcaron 30 dardos en cada planta. Sobre estos dardos se pulverizé una solucion de urea
enriquecida con una concentracion al 5 % en un volumen suficiente para mojar uniformemente
todos los érganos del dardo (flores y primeras hojas). Posteriormente, se cubrieron estos
dardos con bolsitas plasticas y se procedié a pulverizar toda la planta con urea convencional
para evitar desequilibrios nutricionales dentro de las plantas. El ensayo se realizd en dos
temporadas y las pulverizaciones fueron realizadas el 27/09/06 y el 24/09/08, respectivamente.

El dafio oxidativo generado por la aplicacion foliar de urea al 5% fue evaluado en dos
momentos: primavera (plena floracion) y finales del verano (poscosecha). Estos momentos de
muestreo fueron seleccionados teniendo en cuenta que, mientras la aplicacién foliar de urea al
5% realizada en plena floracion no manifesté ningun efecto visible sobre las hojas, este mismo
tratamiento realizado en poscosecha causo necrosis en los margenes de las hojas (Sanchez et
al., 1990%), sugiriendo alteraciones fisioldgicas y metabdlicas importantes en esta etapa. Para la
evaluacion del dafio oxidativo, objetivo especifico 5, se pulverizé urea al 5 % en estos
momentos y se trabajo en el cuadro 5N4 con un disefio completamente aleatorizado con 6
repeticiones en dos temporadas: 2007-2008 y 2008-2009. Los tratamientos fueron: testigo y la
aplicacion foliar de urea al 5%. Las fechas de aplicacion fueron 03/10/2007 y 24/09/2008 para la
primavera; y 05/03/2008 y 04/03/2009 para fines del verano.

3.4 Variables respuestas

3.4.1 Carga frutal y caida de frutos

Para evaluar la carga frutal, se eligieron tres indicadores: el nimero de frutos cosechados
por ramillete floral (cuaje), el numero de frutos cosechados por area seccional de tronco (AST),
también denominado carga frutal y la relacién hoja/fruto. Estos indicadores son utilizados por
los distintos autores (Westwood, 1982; Zilkah et al., 1988; Goffinet et al., 1995; Wismer et al.,
1995; Handschack & Alexander, 2002; Schréder & Link, 2002). EI dato del niumero de frutos
por arbol fue obtenido en la cosecha. En los primeros dias de la floracion se contd el nimero de
ramilletes florales (corimbos) en cada arbol. También se midié el perimetro de los troncos a

unos 20 cm sobre el nivel del suelo. En base al perimetro de los troncos, se calculd el AST.

AST (cm?) = perimetro? (cm)

4 . 1T
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En la temporada 2008/2009, ademas de estos indicadores se decidié incluir otros
indicadores en base al numero de frutos presente a los 45 DDPF en ramas marcadas. Para lo
cual, en cada planta se seleccionaron dos ramas a las cuales se les contabilizé el nimero de
ramilletes florales y se les determiné el Area Seccional de Rama (ASR).

A mediados de abril se cubridé cada arbol del ensayo en el cuadro 5N1 con una malla media-
sombra cosida en sus bordes, para recolectar la totalidad de sus hojas. En el otofio, una vez
que la caida natural de hojas hubo concluida, se peso la totalidad de las hojas recolectada en
cada arbol. Para cada arbol, en base a una submuestra de peso conocido, en la cual se
contabilizé el numero de hojas, se calculd el peso seco medio de una hoja. En base a este dato,
se estimo el numero de hojas en el arbol.

N° de hojas del arbol = Peso seco de la totalidad de las hojas

Peso seco medio de hoja

La aplicacion de urea foliar en floraciéon generoé la caida de frutos en los primeros 15 dias en
otras especies: pistachos, durazneros y nectarines (Zilkah et al., 1988; Rahemi & Ramezanian,
2007). Por esta razon, en la temporada 2008/2009 se decidi6é evaluar el patron de caida de
frutos desde la floracion y a lo largo de toda la temporada.

Tanto en el cuadro 5N1 como en el 5N4, se marcaron 10 ramilletes florales en cada arbol
del ensayo. Inicialmente, en cada corimbo se encontraban alrededor de 7 flores. Durante los
dos primeros meses, se realizé un seguimiento semanal del numero de frutos presente en cada
dardo. Posteriormente, y debido al minimo cambio ocurrido entre los ultimos conteos, se decidio
hacer un ultimo conteo unos dias antes de la cosecha (fines de diciembre). Luego, se calculé el
numero de frutos caidos en el dardo mediante la diferencia en el nimero de frutos entre dos
fechas. La caida acumulada de frutos fue expresada en valores porcentuales tomando el

numero inicial de flores como 100 % (Gimenez et al., 2008).

3.4.2 Produccién y tamafo de frutos

Las cosechas se realizaron en la primera semana luego de la autorizacion oficial de la
recoleccion (17/01/2007, 21/01/2008, 12/01/2009 5N1 y 19/01/2009 5N4) y se determiné el
numero de frutos y la produccién por arbol. En base al perimetro de tronco medido en
primavera se calculd la eficiencia productiva de cada arbol segun Westwood (1982): produccion
del arbol (kg) / AST (cm?). Inmediatamente después de la cosecha se realizaron los analisis de
los parametros de madurez en el laboratorio de Poscosecha de la EEA Alto Valle con el objetivo
de determinar el estado de la fruta. Por cada tratamiento las muestras consistieron en 40 frutos
elegidos al azar. Se llevaron a la camara frigorifica entre 2 y 4°C hasta el momento de realizar
las determinaciones de: firmeza, solidos solubles, acidez titulable y porcentaje de degradacion

de almidon. (Los datos se presentan en el anexo)
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Como indicador del tamano de los frutos se tomaron dos indicadores: peso medio y calibre
medio de fruto. El primer indicador se obtiene dividiendo la produccion del arbol (kg) por el
numero de frutos cosechados. El segundo indicador se estima en base al primero mediante la
regresion desarrollada por Bramardi (1995).

Calibre medio de fruto (mm) = (peso medio de fruto (g) / 0,00153) V2772

Posteriormente se procedié a realizar la clasificacion de todos los frutos segun su calibre
para lo cual se utilizaron cajones tamafiadores de 33 cm por 50 cm con cinco agujeros de
distinto diametro: 60, 65, 70, 75 y 80 mm. Los frutos fueron separados en 6 categorias se
acuerdo a su tamano: <60mm, 60-65mm, 65-70mm, 70-75mm, 75-80mm. y >80mm. Luego, el

grupo de frutos en cada categoria fue contabilizado y pesado.

3.4.3 Numero y tamafio de las células del fruto en la cosecha

Para evaluar la cantidad de células en el fruto se eligieron dos indicadores: el numero de
células (Denne, 1960) y el numero de capas en el mesocarpo (Wismer et al., 1995). Para
evaluar el tamafio de las células también se seleccionaron dos indicadores: diametro celular
medio y el volumen celular (Westwood et al., 1967).

Cada ano, luego de tamanar los frutos de la cosecha del cuadro 5N1, se tomaron cinco
frutos por arbol (50 por tratamiento) tratando de representar la distribucion de tamaro de frutos
tal como menciona Goffinet et al. (1995) y luego estos fueron llevados a una camara frigorifica
entre 2 y 4°C. Los autores mencionan un tamafio de muestra entre 5 (Wismer et al., 1995), 10
(Goffinet et al., 1995; Zhang et al.,2005%) y 50 frutos (Westwood et al., 1967). Luego de 7 dias
los frutos fueron pesados con una balanza analitica y se determiné su volumen mediante el
calculo propuesto por Westwood (1962), en base a la gravedad especifica de la pera cv.

Williams al momento de la cosecha (110 DDPF): 1,00 g/cm®.

e Volumen del fruto (cm®) =. Peso del fruto (g)

Gravedad especifica (g/cm®)

Posteriormente, se realizé un corte en la zona ecuatorial y se tomaron dos sectores, uno
sobre el didametro mayor y otro sobre el diametro menor del fruto, tal como mencionan
Westwood et al. (1967) y Goffinet et al. (1995). Los cortes fueron sumergidos en una solucién
de safranina al 0,5 % p/v para lograr la tincién de las paredes celulares y luego se procedié a
realizar la técnica desarrollada por Sugiura et al. (1995) en Japén para medir el tamano de las

células en manzanas y peras.
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Sugiura et al. (1995) desarrollaron esta novedosa metodologia, inspirados en la técnica
basada en improntas comunmente utilizada para determinar el niumero de estomas en las hojas
(Zelitch, 1961). Lo destacado de este procedimiento es que prescinde del proceso de fijacion y
el posterior seccionamiento del tejido por medio de un micrétomo. Se aplicé esmalte de ufia
sobre el corte tefido y, una vez seco, se retird la lamina de esmalte con pinzas para ser
observada bajo el microscopio ocular con un aumento de 10 X y de cada preparado se tomo
una fotografia digital.

De cada fruto, se realizaron mediciones sobre el diametro mayor y menor de 10 células
mediante el programa de anadlisis de imagenes UTHSCSA ImageTool (desarrollado por el
Centro de Ciencias de la Salud de la Universidad de Texas en San Antonio, Texas y disponible

en Internet en (htp://maxrad6.uthscsa.edu).

Se calculd el volumen celular segun Westwood et al. (1967).

Volumen celular medio (um?®)=4/3 mab?
Donde a: %2 Diametro mayor medio (um)

b: ¥2 Diametro menor medio (um)

Se calculo el numero de células en el fruto segun Denne (1960).

e Numero de células en el fruto = Volumen del fruto (mm?) .

Volumen celular medio (mm?®)

El diametro celular medio fue calculado como el promedio entre el diametro mayor y el
diametro menor. El ancho del mesocarpo se determind restandole al diametro del fruto, la
longitud de su corazon (cavidad de las semillas, entre 15 y 25 mm) y dividiéndolo en dos. Se
calculo el niUmero de capas en el mesocarpo segun Zhang et al. (2005%).

¢ N°de capas en el mesocarpo = Ancho del mesocarpo (um)

Diametro celular medio (um)

En la ultima cosecha, en base a referencias que relacionaban el numero de semillas y los
parametros celulares de los frutos (Denne, 1963; Zhang et al., 2008), se decidié contar el
numero de semillas en los 100 frutos que se utilizaron como muestra para las determinaciones
celulares. Para poder realizar un analisis mas completo de la relaciéon entre el nimero de
semillas y el tamafo del fruto, ademas de estos 100 frutos, se tomaron otros 150 frutos como
muestra y se les determiné el diametro ecuatorial, el peso y luego de partirlos, el numero de

semillas.
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3.4.4 Destinos y particion del nitrogeno proveniente del fertilizante

A principios de Febrero, se tomaron 40 hojas de cada arbol seleccionada en el cuadro 5N1,
para realizar analisis foliar y determinar la concentracion de nitrégeno. Las hojas fueron
tomadas de la porcion media de los brotes del afo. Las hojas fueron lavadas con detergente no
ibnico y se enjuagaron dos veces con agua potable y una vez con agua destilada.
Posteriormente las muestras fueron secadas en estufa a 70°C y enviadas a laboratorios
especializados.

En el 2006, se realizaron 3 muestreos a los 2, 7 y 16 Dias Después de la Aplicacién (DDA)
de urea enriquecida sobre dardos de plantas de cuadro 5N4. A los 12 DDA, el nimero de frutos
de los dardos marcados fue contabilizado y luego se realizé un raleo manual, dejando 2 frutos

en cada dardo. En 2008, se realizaron 2 muestreos a los 2 y 9 DDA.

En cada fecha, varios dardos reproductivos por arbol fueron muestreados (4 en 2006 y 6 en
2008) y se cuantificd el numero de hojas y flores-frutos. Luego se determiné el peso fresco de
estos 6rganos en balanza analitica. Se midié el area foliar (cm?) del conjunto de hojas del
dardo utilizando el medidor de area foliar Li-Cor Inc. Lincoln Nebraska USA Li 3100. Una vez
registrado el area foliar, todos los tejidos del dardo fueron colocados en bolsas de papel y se
llevaron a estufa a 70 °C hasta peso constante. Una vez que se secaron los dardos, se
procedié a registrar su peso seco (mg) y posteriormente se calculd el area especifica (cm?mg
de peso seco). La estimacion del area foliar, el peso fresco y seco por hoja fue hecha en base a
las hojas completamente expandidas. Finalmente, cada tejido fue pulverizado por separado.

Las muestras, luego de ser molidas, fueron enviadas para analizar su concentracién de N'°
y N total. En base al peso seco determinado y el porcentaje de N total, se calcul6 el contenido
de N (mg) presente en cada érgano. En base a la concentracién de N'°, se calculé el porcentaje
de Nitrégeno Proveniente del Fertilizante (NPF) segun MacKown et al. (1987).

o NPF (%) = (N"®gigs = N"apundancia natural) * 100.

15 15
(N fertilizante ~ N abundancia natural)
15 . 15 .
Donde ¢ N fertilizante- 10,0 % y N abundancia natural- 0,37%

Por ultimo, se calculé el contenido de NPF (mg) presente en cada érgano a partir del porcentaje

de NPF y el contenido de N total.
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3.4.5 Dario oxidativo en hojas debido a la aplicacion foliar de urea

En cada muestreo se tomaron dos muestras por planta (12 muestras por tratamiento), 24
horas después de que la urea fue pulverizada. Cada muestra consistié en dos hojas de dardo
reproductivo. Las muestras se colocaron dentro de sobrecitos de aluminio rotulados y fueron
mantenidas en agua con hielo (0 °C) mientras el muestreo era realizado. Inmediatamente
después, las muestras fueron congeladas sumergiéndolas en N liquido (-70°C) y se
conservaron en un freezer a — 80 °C.

El maléndialdehido (MDA) es un reconocido indicador de dafo oxidativo (Del Rio et al.,
2005). El contenido de MDA fue determinado en base a la técnica de Heath & Packer (1968),
incluyendo las correcciones de Du & Bramlage (1992) y Hodges et al, (1999) para evitar las
interferencias debidas a azucares y antocianinas.

Se pesd aproximadamente 0,200 g de hoja y se colocé en un mortero. Se cristalizd
agregandole N liquido y se pulveriza. Ya pulverizada la muestra, se trasvasé a un ependorf
disolviéndola con 1,5 ml de una solucién de Acido TriCloroacético (TCA) al 0,1 %. Se centrifugd
a 13.200 rpm por 10 minutos (13.600g). Los eppendorf con el extracto del tejido vegetal fueron
conservados en hielo picado. Se tomé una alicuota de 0,5 ml del extracto vegetal y se coloco
en un tubo “problema” que contenia 0,5 ml de TCA al 20 % y TBA 0,5 % (Acido TioBarbiturico)
(TBA+). Otra alicuota de 0,5 ml del extracto fue colocada en un tubo “blanco” con 0,5 ml de
TCA al 20 % (TBA-). Los tubos tapados fueron sumergidos en un bafo térmico a 98 °C por 20
minutos. Inmediatamente después, la solucion fue trasvasada a eppendorf y los ependorfs
fueron colocados en hielo picado. Con este descenso de la temperatura, se corté la reaccion
del MDA con el TBA. Se centrifugd nuevamente a 13.200 rpm por 10 minutos (13.600g).

La absorcién de la solucién del tubo “problema” se midié en el espectrofotémetro a tres
longitudes de onda: 532 nm (pico de absorcion del producto MDA+2TBA), 440 nm (pico de
absorcion del producto azucares+TBA) y 600 nm (turbidez no especifica). La absorcion de la
solucion del tubo “blanco” se midié en el espectrofotémetro a dos longitudes de onda: 532 nm
(pico de absorcién de las antocianinas) y 600 nm (turbidez). Los calculos se realizaron tomando
en cuenta las correcciones de Du & Bramlage (1992) y Hodges et al, (1999).

MDA (nmol/ml)= [[(A — C) - B]/ 157000% .10°

« A= A+532 - A+ 600 - estimacién bruta de MDA
« B=(A+ 440 - A+600). 0,0571e -> interferencia por sacarosa
e C=A-532-A-600 - interferencia por antocianinas

* A+ de la solucién “problema” (TBA+) y A - de la solucion “blanco” (TBA -)
« A600=0
» d: coeficiente de extincion molar del MDA a 532 nm (Heath & Packer, 1968)

e e: Absorcién Molar de azucares a 532nm =. 8,4 . segun (Du & Bramlage, 1992)

Absorcion Molar de azucares a 440nm 147
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Para expresarlo en base al peso de la muestra:

MDA (nmol/g)= MDA (nmol/ml) . volumen de extraccion (ml). Dilucion.

Peso Fresco de la muestra (g)
Segun nuestra técnica:
e volumen de extraccion: 1,5 ml
e Dilucion: 2 (1 ml de solucién final/ 0,5 ml de extracto)

e Peso Fresco de la muestra=0,2 g

3.5 Analisis estadistico empleado

El analisis estadistico de los datos se realizd con el programa InfoStat (2009). En todos los
casos en los cuales se comparaban las medias de las variables de interés entre dos
tratamientos, se realizaron pruebas t con un nivel de significancia del 5% (a=0.05). En aquellos
casos en los cuales se evaluaban dos factores, se realizaron analisis de la varianza bifactorial.
En estos casos, las diferencias entre los tratamientos fueron analizadas mediante la prueba
LSD de Fisher.

El cumplimiento de los supuestos fue corroborado mediante la prueba de Shapiro Wilks
(modificado) en base a los residuos para el caso de la distribucion normal, y la prueba de
Levene (Analisis de la varianza de los residuos absolutos) para el caso de la homogeneidad de
las varianzas. Los casos en los cuales no se cumplian los supuestos y por lo tanto no se pudo
realizar dicho analisis, se aclarara pertinentemente.

Los resultados de los p-valores son reportados mediante simbolos:

NS: p-valor > 0,05

* : p-valor: 0,01-0,05
** . p-valor: 0,001-0,01
*** . p-valor < 0,001

3.5.1 Carga frutal y caida de frutos

Se realizdé andlisis de la varianza de una o dos vias segun correspondia para todas las
variables de respuesta que incluian el numero de frutos cosechados: N° de frutos cosechados
por arbol, N° de frutos cosechados por ramilletes florales, N° de frutos cosechados por AST y
N° hojas por Fruto cosechado. En el caso de las variables de respuesta que contenian el
numero de frutos a los 45 DDPF, previo a realizar el raleo manual (N° de frutos a los 45DDPF

por ramilletes florales y N° de frutos a los 45DDPF por ASR) se realizaron pruebas t.
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Para evaluar el patrén de caida de los frutos en arboles pulverizados o testigos en cada
cuadro: 5N1 y 5N4, se realizaron dos estrategias de analisis.

La primera consistid en pruebas t entre tratamientos para cada fecha evaluada para las
siguientes variables respuestas: numero de frutos presentes en el dardo, y caida de frutos entre
fechas evaluadas. Se trabajé sobre valores medio de cada arbol.

Otra estrategia de analisis se basé en el trabajo presentado por Gimenez et al. (2008)
evaluando el patrén de caida natural de frutos en perales cv. Williams. La regresion entre la
variable regresora (X: Dias Después de Plena Floracién) y la variable respuesta (Y: Porcentaje

de frutos caidos desde la floracién) se ajusta a una curva logistica (Gimenez et al., 2008).

Y=, A

1+ebB"

CX

En este modelo, e es la base de los logaritmos naturales (2,718), el valor de “A” representa
a la asintota superior, el maximo porcentaje de caida final, “B” es un parametro relacionado
con la ordenada al origen de la funcion, la caida en el momento cero y por ultimo, “C” es un
parametro asociado con la tasa de cambio de la curva desde un valor inicial hasta un valor final,
la tasa media de caida a lo largo del ciclo. Luego se obtiene el maximo de la derivada de la
funcion ajustada y se obtiene el momento de maxima caida.

Se realiza una regresion para cada poblacion: plantas testigos y plantas pulverizadas de
cada cuadro. Se realizan intervalos con un 95 % de confianza para cada uno de los parametros
estimados en cada poblacién (A, B y C) y se evalua si las curvas justadas difieren en alguno de

estos parametros.

3.5.2 Produccién y tamafio de frutos

Para evaluar el efecto del tratamiento sobre la producciéon y el tamafo de los frutos se
realizé analisis de la varianza de una o dos vias segun correspondia para las variables de
respuesta: produccion por arbol, eficiencia productiva, peso medio de fruto y calibre medio de
fruto.

Para evaluar si los frutos cosechados en los arboles que recibieron distintos tratamientos
presentaban una distribucién de calibres diferenciada se realizaron tablas de contigencia con el
numero de frutos y la produccion entre las distintas categorias de tamano. Una vez corroborado
este punto se realizaron analisis de la varianza o pruebas t dentro de cada categoria para

determinar estas diferencias.
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En base al gréfico de dispersion entre el peso medio de fruto y la relacién hoja/fruto de cada
arbol se analiz6 el nivel adecuado de carga frutal para las plantas del cuadro 5N1. Luego, se
realizé una regresion lineal entre el numero y el peso medio de fruto en el arbol segun lo
expuesto por Link (2000).

Por ultimo para determinar el nivel de carga frutal 6ptimo para los arboles del cuadro 5N1 se
realizd el analisis propuesto por Link (2000) en base a los datos de las tres cosechas. La
produccion de los arboles fue separada en tres categorias de tamafo de fruto: chico (diametro
menor a 60 mm), mediano (diametro entre 60 y 70 mm) y grande (diametro mayor a 70 mm).
Posteriormente se clasificaron los arboles segun el niumero de frutos que presentaron al
momento de la cosecha en 5 grupos desde 200 hasta 600 frutos. En cada grupo, quedaron
entre 9 y 13 individuos. Por ultimo se graficod la produccion de frutos de cada tamafio segun

cada nivel del carga frutal.

3.5.3 Numero y tamafio de las células del fruto en cosecha

Para evaluar el efecto del tratamiento sobre la cantidad y el tamano de las células en los
frutos en la cosecha, se realizaron pruebas t para las variables de respuesta: niumero de
células, numero de capas, diametro celular medio y volumen celular.

En base a la estrategia de analisis presente en Goffinet et al. (1995), se selecciond al peso
del fruto como indicador del tamafio y se evalud la relacion entre el peso del fruto y el nimero
de células o el volumen celular mediante regresiones lineales y cuadraticas.

Para evaluar el efecto del tratamiento con urea sobre el nimero de semillas presente en los
frutos cosechados se realizdé una prueba t. En base a la muestra de 100 frutos de la cosecha
del afio 2009, se analizo la relacion entre el numero de semillas y los parametros celulares de
los frutos. En base a los datos de 250 frutos se analizé la relacién entre el nimero de semillas y
el peso de los frutos. Debido al limitado numero de frutos con mas de 5 semillas, se los agrupé
en una categoria “entre 6 y 9 semillas”. Se realizaron graficos de puntos del numero de células,

el volumen celular y peso de fruto segun el numero de semillas presente.
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3.5.4 Destinos y particion del nitrogeno proveniente del fertilizante

El contenido de nitrogeno foliar poscosecha de los arboles del cuadro 5N1 fue evaluado
mediante pruebas t en cada afo.

En los ensayos realizados en el cuadro 5N4, se realizaron pruebas t dentro de cada fecha
muestreada para evaluar diferencias significativas entre las medias para las siguientes

variables de respuesta:

I. Porcentaje de nitrégeno en hojas y flores-frutos

II. Contenido de nitrégeno en hojas y flores-frutos

[ll. N° de hojas y N° de flores-frutos

IV. Peso fresco y seca total del dardo

V. Area foliar, area especifica, peso fresco y seco del conjunto de hojas del dardo
VI. Area foliar, peso fresco y seco por hoja en singular

VII. Peso fresco y seco de la totalidad de las flores-frutos

VIIl. Peso fresco y seco por flor-fruto en singular.

Ademas de determinar el porcentaje de nitrégeno proveniente del fertilizante (NPF), se
calculd su contenido (mg) en hojas y flores-frutos y se realizé analisis de la varianza entre las

fechas muestreadas para evaluar si el nitrégeno ingresado en los tejidos luego era redistribuido.

3.5.5 Darfio oxidativo en hojas debido a la aplicacion foliar de urea

Para evaluar el contenido de malén di aldehido (MDA), se realizd para cada temporada un
analisis de varianza bifactorial en el cual un factor es la pulverizacion de urea al 5% vy el otro
factor es la estacion en la cual se realiza la aplicacién: primavera o fines de verano. La
interaccion entre estos dos factores es significativa, por lo cual se realizaron las comparaciones
entre los cuatro tratamientos y sus diferencias fueron analizadas mediante la prueba LSD de
Fisher.

Otras variables de interés para caracterizar estos dos momentos son: las interferencias
debidas a azucares (sacarosa y fructosa) calculadas segun Du & Bramlage (1992) y las
interferencias debidas a antocianinas determinadas segun Hodges et al, (1999). Para estas
variables se realizaron pruebas t con la época de muestreo como factor (estos resultados se

encuentran en el anexo).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Carga frutal y caida de frutos

En la temporada 2006-2007 los perales cv Williams de la region presentaron una baja
densidad floral en general (véase la tabla 3.2), por lo que todas las plantas del ensayo
presentaron poca cantidad de frutos, baja carga frutal (N° frutos por area seccional de tronco) y
altos valores de cuaje. En la temporada 2008-2009, la carga frutal se aproximé a los valores
esperados para una plantacién de estas caracteristicas. En la tabla 4.1 se resumen los
resultados referidos al numero de frutos cosechados durante las tres temporadas,
relacionandolo con el numero de ramilletes florales de los arboles, el area seccional de tronco y

el numero de hojas.

Tabla 4.1. Namero de frutos por arbol, por corimbo, por area seccional de tronco (AST) y
namero de hojas por fruto en las tres temporadas de ensayo

Temporada Tratamientos N° frutos N° frutos / N° frutos / N° hojas
y cuadro por arbol corimbo AST (cm?) por fruto
Testigo 334 2,15b 1,43 58,3
2006.2007 Urea al 5% 294 2,48 b 1,37 73,3
EN1 Raleo Manual 236 1,64 a 1,01 72,6
Urea al 5% +
Raleo Manual 237 1,70 a 1,23 66,3
NS ¥ NS NS
2007-2008 | Testigo 420 b 1,29 2,27 51,2
5N1 Urea al 5% 331a 1,18 1,75 50,6
* NS NS NS
2008-2009 | Testigo 638 1,34 2,73 32,5
5N1 Urea al 7,5% 615 1,36 2,66 33,6
NS NS NS NS
2008-2009 | Testigo 326 1,67 2,58 DNE
5N4 Urea al 7,5% 329 1,62 2,52 DNE
NS NS NS

NS, * y **. No significativo o significativo con p-valor <0,05 y 0,01 respectivamente.

DNE: Datos no evaluados.
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En el cuadro 5N1, promediando las tres temporadas, la pulverizacion de urea en floracion
disminuy6 el numero de frutos cosechados en un 12%. Sin embargo, so6lo en la temporada
2007-2008 esta diferencia alcanzé a ser significativa con valores de 21%. Menor es el efecto de
la aplicacion de la urea si se evalla a través del niumero de frutos por ramillete floral. En este
parametro, el tratamiento no logré diferenciarse significativamente del testigo en ninguna de las
tres temporadas evaluadas. El raleo manual a los 45 DDPF realizado en la primera temporada
disminuyd el cuaje en un 24 %. En el cuadro 5N4, no se observaron diferencias significativas en
ninguno de los parametros evaluados. En definitiva, el efecto de la aplicacién de urea en
floracién sobre el niumero de frutos en el momento de la cosecha fue muy limitado

En manzanos, Handschack & Alexander (2002) también encontraron un limitado efecto
raleador de la aplicacion de la urea en floracién: promediando los resultados de cuatro
temporadas, la urea disminuy6 el cuaje en tan sélo un 5 %. En contraposicion Schroder & Link
(2002) encontraron disminuciones en el cuaje mas marcadas con aplicaciones de urea en caida
de pétalos o yema hinchada. (28 % y 50 %, respectivamente) Al parecer, el efecto de la urea
sobre manzanos es variable y puede depender del momento en que se realiza la aplicacion.

Sanchez et al. (2007) encontraron que la urea pulverizada en floracion generaba efecto
raleador interesante sobre perales cv. Williams en los Estados Unidos (cuajes entre 20 y 35 %
menor). Sin embargo, los resultados de las experiencias realizadas en Argentina no resultaban
del todo concluyentes respecto a esta variable a pesar de ser realizados sobre la misma
especie y variedad. Posteriormente, en los ensayos realizados en esta tesis se observo que la
aplicacion de la urea sobre perales cv. Williams en floracién generd un efecto raleador
muy pequefio en base al nUmero de frutos presentes en la cosecha.

Sin embargo, en el afio 2006, en un conteo realizado sobre 250 dardos doce dias después
del tratamiento con urea, el 55 % de los dardos pulverizados presentaban menos de cinco
frutos. En tanto que el 62 % de los dardos testigos presentaban 5 o mas frutos. Por lo cual, la
pulverizaciéon de urea al 5% en floracion gener6 una caida de frutos de perales cv.
Williams en los primeros 12 dias. Estos resultados, resaltan la necesidad de realizar

determinaciones mas tempranas en la temporada.
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En el cuadro 5N1, a los 45 dias después de la floracién, en ramas de arboles pulverizados
con urea al 7,5% se observé una disminucion del 13 % en el cuaje y del 17 % en la carga, si
bien esta ultima no resulta estadisticamente significativa (Tabla 4.2). En el cuadro 5N4, no se

encontraron diferencias significativas en ninguno de los dos parametros.

Tabla 4.2. Numero de frutos por ramillete floral y area seccional de rama en perales cv. Williams
a los 45 dias después de plena floracién

. N° frutos por N° de frutos
Cuadro Tratamiento _ )
ramillete floral Por ASR (cm®)
Testigo 2,31 2,30
5N1
Urea al 7,5% 2,01 1,90
* NS
Testigo 1,93 2,85
5N4
Urea al 7,5% 1,84 2,72
NS NS

ASR: Area Seccional de Rama

NS: Diferencia no significativa. *: Diferencia significativa al 5 %.

Para determinar el momento en que este tratamiento ocasiona una mayor caida de frutos
respecto al testigo, se realizé un seguimiento a lo largo de la temporada del niumero de frutos
presente en los dardos de los arboles del ensayo. En las figuras 4.1 y 4.2 se puede observar la
evolucion del numero de frutos presentes en dardos de plantas testigo versus tratadas en el
cuadro 5N1 y el cuadro 5N4, respectivamente. La principal disminucién en el nimero de frutos
ocurre en los primeros dias después de la floracion (Figuras 4.1 y 4.2). En la primera fecha
evaluada, los dardos de las plantas pulverizadas presentaban un similar nimero de frutos que
los dardos de las plantas testigos. En el cuadro 5N1, a partir de la segunda fecha evaluada (el
14 de Octubre) los dardos de plantas tratadas presentaban un menor nimero de frutos que los
dardos de plantas testigos, si bien estas diferencias no resultan significativas. En el cuadro 5N4,
si bien se observan algunas diferencias en determinados momentos, a partir de los 45 DDPF

(10 de Noviembre) no se observan diferencias entre los tratamientos.
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Figura 4.1: Numero de frutos presentes en el dardo en el afio 2008 en plantas testigo (simbolos
blancos) y plantas que fueron pulverizadas con urea al 7,5 % en plena floraciéon (simbolos
negros) en el cuadro 5N1. Valores medios + Error estandar.
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Figura 4.2: Numero de frutos presentes en el dardo en el afio 2008 en plantas testigo (simbolos
blancos) y plantas que fueron pulverizadas con urea al 7,5 % en plena floracion (simbolos
negros) en el cuadro 5N4. Valores medios + Error estandar.
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A partir de la diferencia en el nimero de frutos en cada dardo se obtuvo la caida de frutos
por dardo entre fechas evaluadas. En las figuras 4.3 y 4.4 se grafica la caida de frutos a los
largo de la temporada en el cuadro 5N1 y el cuadro 5N4, respectivamente. En cada cuadro se
manifestd un patréon de caida de frutos diferente. En el Cuadro 5N1, se observd un Unico pico
de caida de frutos entre el 14 y el 22 de Octubre; en tanto que en el cuadro 5N4, ademas de
este pico principal, se observé un segundo pico de caida de frutos de menor magnitud entre el
28 de Octubre y el 4 de Noviembre.

En el cuadro 5N1, el tratamiento con urea presentd una caida de frutos 47,5% superior,
entre los 12 y los 19 dias después de la aplicacion (14 de octubre) (p-valor: 0,08). Mientras que
en el cuadro 5N4, el incremento en la caida de frutos se manifestd6 mas tardiamente, entre los
20 y 28 DDA (22 de Octubre), y presenté una menor magnitud (21 %). Por lo tanto la
aplicacion de urea al 7,5 % sobre perales cv. Williams en floracién gener6 una caida de
frutos entre 2 y 4 semanas después de la aplicacion.

Estos resultados concuerdan con Zilkah et al. (1988) y Rahemi & Ramezanian (2007).
Zilkah et al. (1988) menciona que la aplicacion foliar de urea al 8% sobre durazneros y
nectarines en plena floracion generé una caida de frutos entre una y dos semanas después de
la aplicacion. En tanto que Rahemi & Ramezanian (2007) encontraron en pistachos una caida
20 % superior a la del control durante las dos primeras semanas luego de una aplicacion foliar
de urea al 5% 10 DDPF.
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Figura 4.3: Numero de frutos caidos por dardo entre fechas del afio 2008 en plantas testigo
(simbolos blancos) y plantas que fueron pulverizadas con urea al 7,5 % en plena floracion
(simbolos negros) en el cuadro 5N1. Valores medios + Error estandar.
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Figura 4.4: Namero de frutos caidos por dardo entre fechas del afio 2008 en plantas testigo
(simbolos blancos) y plantas que fueron pulverizadas con urea al 7,5 % en plena floracion
(simbolos negros) en el cuadro 5N4. Valores medios * Error estandar. *: Diferencia significativa
al 5%.
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En el 2008, Gimenez et al. estudiaron el patron de caida de frutos en perales cv. Williams
en la temporada 2007-2008. Los autores ajustaron una curva logistica relacionando el
porcentaje de frutos caidos (Y) respecto a los dias después de plena floracion (X) con un

coeficiente de determinacion (R?) de 0,96.

Y=, A

1+ebB-

CcX

En la curva ajustada, el valor de A, correspondiente a la asintota superior, fue de 86, por lo
cual en hacia el final de esa temporada el 86 % de las flores terminaron cayéndose. La
ordenada al origen de la funcién ajustada (parametro B) fue de 5,4, lo cual refleja la magnitud
de caida en el momento inicial. Por ultimo, el parametro C presenté un valor de 0,246,
relacionado con la frecuencia media de caida de frutos a lo largo del ciclo. El valor de X en el
maximo valor de Y de la funcidn derivada fue 22, por lo cual se concluye que el pico maximo de
caida de frutos ocurrio a los 22 DDPF, el 25 de Octubre de 2007. Es probable que la velocidad

del viento durante el mes de octubre afecte la fecha de caida maxima de frutos.

En la figuras 4.5 y 4.6 se grafica el porcentaje de frutos caidos en cada arbol segun los
DDPF para el cuadro 5N1 y 5N4 respectivamente. En cada cuadro y para cada tratamiento se
ajustdé una funcién logistica a los valores observados. Las curvas presentaron coeficientes de

determinacion (R?) con valores altos: 0,95 en el cuadro 5N1y 0,93 en el cuadro 5N4.
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Figura 4.5: Porcentaje de frutos caidos en el afio 2008 en plantas testigo (simbolos blancos) y
plantas que fueron pulverizadas con urea al 7,5 % en plena floracién (simbolos negros) en el
cuadro 5N1. Valores medios + Error estandar.

5N4
100+
8 80
kS 70 70 70
) = = =
3
§ 60+
()
©
)
'§' 40’
C
)
e
n? 20+ —[1— Testigo
—— Urea foliar
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

12 19 27 33 40 47 55 61 68 88
DDPF

Figura 4.6: Porcentaje de frutos caidos en el afio 2008 en plantas testigo (simbolos blancos) y
plantas que fueron pulverizadas con urea al 7,5 % en plena floracién (simbolos negros) en el
cuadro 5N4. Valores medios * Error estandar.
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En la tabla 4.3 se presentan los parametros A, B y C de las curvas ajustadas para cada
tratamiento en cada cuadro. En la temporada 2008-2009 se observaron entre 63,2 y 69,7 % de
caida total de frutos (parametro A). Estos valores son inferiores al 86 % reportado por Giménez
et al. (2008) en la temporada 2007-2008. Esta diferencia puede estar relacionada con aspectos
de la parcela (edad de las plantas, densidad de floracién), cuestiones de manejo (riego,

fertilizacién, poda) y caracteristicas ambientales de la temporada (temperaturas y vientos).

Tabla 4.3: Valor e intervalos de 95 % de confianza para los parametros de las curvas logisticas
ajustadas al porcentaje de frutos caidos en funcién de los DDPF.

A B C
] Limites Limites Limites
Cuadro | Tratamiento
Valor 95% Valor 95% Valor 95%
confianza confianza confianza
-~ Testigo 63,2 | 61,8 | 64,5 524 | 454 | 594 |0,196 | 0,170 | 0,223
Urea foliar 66,3 | 64,7 | 68,0 510 | 4,31 5,89 | 0,202 | 0,171 | 0,233
N4 Testigo 69,7 [ 68,3 | 71,1 419 | 3,71 466 |0,171| 0,152 | 0,190

Urea foliar | 69,7 | 68,5 | 70,9 507 | 450 | 564 |0,211 0,188 | 0,234

DDPF: Dias Después de Plena Floracion

En los intervalos con un 95 % de confianza para el valor de cada parametro, se puede
observar que en el cuadro 5N1, los arboles pulverizados presentaron un mayor porcentaje final
de caida de frutos respecto a los arboles testigos (parametro A). En el cuadro 5N4, se observa

superposicion en todos los intervalos de confianza de los parametros entre los tratamientos.

En base a todos los aspectos mencionados respecto a la caida de frutos podemos ver que
el efecto raleador fue mas consistente en el cuadro 5N1 que en el cuadro 5N4. Se desconocen
los factores que determinan estas diferencias pero entre ellos pueden encontrarse: la edad de
los arboles (34 y 16 afos), la carga frutal, el sistema de riego de la parcela y las condiciones
ambientales en el momento de aplicacion (la aplicacion en el cuadro 5N1 fue hecha a la

manfana, en tanto que en el cuadro 5N4 fue realizada a la tarde).
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En la figura 4.7, se grafica los valores de velocidad media diaria del viento a 10 metros de
altura para el mes de octubre de los afios 2007 y 2008 (datos de la estacion meteoroldgica de
la estacion experimental del INTA Alto Valle). En el aino 2007, el dia mas ventoso de octubre
fue el 25, coincidente con el dia de maxima caida de frutos encontrado por Giménez et al.
(2008). Esto refleja que el viento es un factor extremadamente importante en el fenémeno de
caida de frutos. En el afio 2008, el dia mas ventoso de octubre fue el 21 y nuevamente
coincidié con el dia de maxima caida de frutos para los arboles testigos del cuadro 5N1 (27
DDPF). En el caso de los arboles pulverizados con urea, el valor maximo de “Y” en la derivada
de la funcion ajustada correspondié a un valor de “X” menor: 25 DDPF. Esto indicaria que la

caida maxima de frutos en estos arboles se adelant6 dos dias.
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Figura 4.7. Velocidad media diaria del viento a 10 metros de altura para el mes de Octubre del
afio 2007 (simbolos blancos) y 2008 (simbolos negros). Datos de la estacion meteorolégica de
la estacion experimental del INTA Alto Valle.

En definitiva, en los casos en los que el tratamiento resulté efectivo, la aplicacion foliar de
urea al 5-7,5 % sobre perales cv. Williams en plena floracion generé una mayor caida de
frutos en los primeros 21 dias después de la aplicacion y una leve disminucion del

numero de frutos en el momento de la cosecha (12%).
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4.2 Producciony tamafio de frutos

En la tabla 4.4 se presenta la produccién por arbol y la eficiencia productiva de cada
tratamiento en los distintos ensayos. En los dos primeros afios, los arboles del cuadro 5N1
presentaron una produccion baja, en términos de rendimiento entre 36 y 41 toneladas por
hectarea. La poda corta realizada en ese cuadro puede haber contribuido a este bajo
rendimiento, por haber dejado una densidad floral aiin menor en las plantas. En la temporada
2008-2009, el rendimiento de ambos cuadros se situd entre 56 y 57 toneladas por hectarea, lo

cual es considerado como un buen rendimiento.

Tabla 4.4. Produccion y eficiencia productiva de los arboles cosechados en las tres temporadas
de ensayo

Temporada Tratamientos Produccién por arbol Eficiencia productiva
y cuadro (kg) (g. cm?)
Testigo 70,2 300,0
2006.2007 Urea al 5% 59,1 276,9
EN1 Raleo Manual 49,7 213,1
Urea al 5% + 52,0 105,5
Raleo Manual
NS NS
2007-2008 Testigo 69,8 375,8
5N1 Urea al 5% 59,4 280,9
2008-2009 Testigo 89,1 386,3
5N1 Urea al 7,5% 91,2 399,2
NS NS
2008-2009 Testigo 47,7 375,9
5N4 Urea al 7,5% 50,3 381,9
NS NS

NS: No significativo. *: Significativo al 5%

La pulverizacién con urea al 5% sobre perales cv Williams disminuyd su produccion en
alrededor de 15% en las dos primeras temporadas, si bien soélo logré la significancia en la 2°
temporada. En la temporada 2008-2009, el tratamiento con urea al 7,5 % no modifico la

produccién de los perales en ninguno de los dos cuadros.
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En la tabla 4.5 se informa el peso medio y el diametro medio de fruto de cada tratamiento
en los distintos ensayos. En la primera temporada, los frutos presentaron un muy buen tamario,
debido a la baja carga de los arboles. En la tercera temporada, en la cual se obtuvo un buen

rendimiento, el tamafo de los frutos fue bastante menor.

Tabla 4.5: Peso y didmetro medio de fruto segun el tratamiento en cada cosecha

Temporada Tratamientos Peso medio de fruto | Diametro medio de fruto
y cuadro (9) (mm)
Testigo 213 71,7
Urea al 5% 201 70,2
2006-2007
Raleo Manual 212 71,6
5N1
Urea al 5% +
228 73,4
Raleo Manual
NS NS
2007-2008 Testigo 167 65,7
5N1 Urea al 5% 174 66,6
NS NS
2008-2009 Testigo 141 61,6
5N1 Urea al 7,5% 150 63,1
NS NS
2008-2009 Testigo 147 62,7
5N4 Urea al 7,5% 153 63,6
NS NS

NS: No significativo

No se encontraron diferencias significativas para ninguno de los dos parametros en ninguno
de los ensayos. Esto puede deberse al limitado numero de repeticiones de estos parametros,
ya que solo se obtiene un dato por arbol. De todas maneras, exceptuando la primera
temporada, el tratamiento con urea incrementé el peso medio de los frutos entre 4 y 6 %.

Este incremento es mucho menor al 10-20 % mencionado en duraznos y nectarines (Zilkah
et al., 1988) o al incremento entre 10-40 % citado en manzano (Handschack & Alexander,
2002; Schroder & Link, 2002). En perales cv. Williams, Sanchez et al.,, (2007) también
encontraron mayores incrementos en el peso medio de fruto en los dos paises en los que se
evaluoé esta practica. Si bien en Argentina el incremento fue menor al encontrado en los
Estados Unidos (11 % versus 17 %).
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En base a las cosechas realizadas en el cuadro 5N1, se estudio la relacion del peso medio
de fruto con el nimero de hojas por fruto (Figura 4.8). Westwood (1982) menciona que en
general se requieren entre 20 y 40 hojas por fruto para un equilibrio apropiado entre el tamafio
del fruto y la produccion. El nivel adecuado de hojas para proveer carbohidratos al fruto
depende del tipo de arbol: en plantas pequefias, en las cuales la totalidad de las hojas se
encuentran expuestas a la luz, se requiere un menor numero de hojas para mantener
adecuadamente un fruto que en plantas voluminosas o afiejas en las cuales parte de su follaje
se encuentra sombreado. En durazneros o manzanos sobre pie franco, Ryugo (1988) reporta
que se requiere entre 50 y 70 hojas por fruto para obtener frutos de tamano comercial. En el
cuadro 5N1, las plantas tenian mas de 30 afos, eran voluminosas y presentaban una gran
cantidad de brotes vigorosos en la parte superior del arbol, denominados “chupones”, las cuales
no aportan fotoasimilados a los frutos. En el grafico 4.8, se observa que se necesitan al menos
60 hojas para proveer adecuadamente carbohidratos a los frutos en este cuadro. Tomando en
cuenta que hemos estimado que estos arboles presentan alrededor de 20.000 hojas, se calcula

que cada arbol puede mantener adecuadamente alrededor de 350 frutos.
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Figura 4.8. Relacién entre el peso medio de fruto y el nimero de hojas por fruto en base a datos
sobre arboles del cuadro 5N1 durante tres cosechas sucesivas.
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En la figura 4.9 se grafica la relacion entre el peso medio de fruto y el numero de frutos en

arboles del cuadro 5N1, segun el tratamiento y el afio de la cosecha. Es notorio que

practicamente todos los datos de la cosecha del afio 2007 (triangulos) presentan menos de 350

frutos por arbol y los valores mas altos de niumero de frutos por arbol corresponden a las

cosechas 2008 y 2009. Se ajusté una regresion lineal entre estas dos variables.

Peso medio de fruto (g) = 248 — 0,17. N° de frutos en el arbol. R?: 0,68.
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Figura 4.9. Relacién entre el peso medio de fruto (g) y el nimero de frutos en arboles del
cuadro 5N1 segun el afio de la cosecha: 2007 (triangulos), 2008 (cuadrados) y 2009 (circulos) y
el tratamiento: testigo (simbolos blancos), urea foliar (simbolos negros) y raleo manual

(simbolos grises).
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La temporada 2006-2007, de baja densidad floral, se caracterizé por presentar tamarios
grandes de fruto. De hecho es la unica cosecha en la cual se unieron las dos categorias de
tamafo mas chico (< 60mm. y 60- 65 mm.) debido al escaso numero de frutos que
presentaban. En esta cosecha se encontraron diferencias sumamente significativas en la
distribucion de la produccion (x> segln Pearson = 0,0005), pero estas diferencias no se deben
al tratamiento con urea sino al raleo manual, el cual disminuy6 fuertemente la cantidad de
frutos chicos y medianos en la cosecha (Figura 4.10). Es interesante destacar que si bien el
raleo manual disminuyé la cantidad de frutos pequefios, no por esto logré mayor cantidad de

frutos grandes. Esto puede deberse a la baja carga frutal de la temporada.
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Figura 4.10 Distribucion de la produccion del arbol en funcion del diametro de los frutos en los
arboles de cuadro 5N1, en la temporada 2006-2007. Valores medios + Error estandar. *:
Significativo al 5 %, del raleo manual en el analisis bifactorial.

En la temporada 2007-2008, el tratamiento con urea presenta una distribucién de la
produccion distinta al testigo (x? segun Pearson = 0,0082) pero una vez mas esta diferencia se
basa en una menor cantidad de frutos chicos y medianos (< 70 mm) y sélo se observa un
incremento no significativo del 32 % en la produccién de frutos con diametro entre 75 y 80 mm
(Figura 4.11).
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Figura 4.11 Distribucion de la produccion del arbol en funcion del diametro de los frutos en los
arboles de cuadro 5N1, en la temporada 2007-2008. Valores medios + Error estandar. *:
Significativo al 5 %.

En la temporada 2008-2009, se observa una mayor produccion en general y mayores
proporciones de frutos chicos. Si bien en el cuadro 5N1, el tratamiento con urea presenta una
distribucién distinta a la del testigo (x° segin Pearson: 0,048), no se observan diferencias
significativas en ninguna categoria de tamafo. De todas maneras, en el tratamiento con urea

puede observarse una tendencia hacia los tamanos superiores (Figura 4.12)
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Figura 4.12 Distribucion de la produccién del arbol en funcién del didmetro de los frutos en los
arboles de cuadro 5N1, en la temporada 2008-2009. Valores medios + Error estandar.
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Por ultimo, en el cuadro 5N4, el tratamiento con urea no presenta una distribucién de la
produccion distinta a la del testigo (x> segin Pearson: 0,81). (Figura 4.13). Este resultado era

previsible ya que en este cuadro, el tratamiento con urea no manifest6 un efecto raleador
consistente.
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Figura 4.13 Distribucion de la produccion del arbol en funcion del diametro de los frutos en los
arboles de cuadro 5N4, en la temporada 2008-2009. Valores medios + Error estandar.

Para determinar el nivel de carga frutal 6ptimo para los arboles del cuadro 5N1 se realizé el
analisis propuesto por Link (2000) en base a los datos de las tres cosechas. La produccién de
los arboles fue separada en tres categorias de tamafio de fruto, luego se clasificaron los arboles

segun el numero de frutos cosechados y se grafico la relacion entre estas variables.
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Figura 4.14 Rendimiento de perales cv. Williams (625 arboles por ha) en tres categorias de
tamafo de fruto en relacion con la carga frutal (nimero de frutos en el arbol). Datos de 60
arboles en 2007, 2008 y 2009. Valores medios + Error estandar.

En la figura 4.14 se observa claramente que el nivel adecuado de carga frutal para el
cuadro 5N1 es de 400 frutos por arbol. Con niveles de 500-600 frutos por arbol, la excesiva
competencia entre los frutos disminuye la produccién de frutos grandes, incrementando
fuertemente la produccién de frutos chicos y medianos. Con niveles de 200-300 frutos por arbol
se observa una situacion de baja carga frutal, en la cual se desaprovecha la capacidad de la
planta y la produccién de frutos grandes también es inferior al maximo posible. Es interesante
relacionar la informacién brindada por las figuras 4.9 y 4.14. Si bien niveles de carga de 200-
300 frutos por arbol presentan mayores pesos medio de fruto (Figura 4.9), esto no se debe a
una mayor produccion de frutos grandes sino a una disminucién en la produccion de frutos
medianos y chicos (Figura 4.14).

En las dos primeras temporadas, los arboles testigos presentaban entre 300 y 450 frutos en
la cosecha. Es por esto que tanto el raleo manual en la primera temporada, como el tratamiento
con urea en la segunda s6lo manifestaron una menor cantidad de frutos chicos o medianos, sin
lograr incrementos significativos de frutos grandes.

En los casos en los cuales el tratamiento resultd efectivo, la aplicacion foliar de urea
sobre perales cv. Williams en plena floracién generé un desplazamiento de la curva de
produccién hacia los mayores calibres de fruto y un pequefio incremento, entre 4y 6 %,

del peso medio de los frutos.
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4.3 Numero y tamafio de células del fruto en la cosecha

El tamafio de las células del fruto fue similar en las tres cosechas (Tabla 4.6). El volumen
celular de las peras Williams fue entre 1 y 3 10° um®. En manzanas, el volumen celular citado
es 2-4 10° um® (Westwood et al., 1967, Goffinet et al. 1995). El diametro celular medio de la
pera Williams se encontraba entre 160 y 170 um. En la cosecha de manzanas Empire, las
células del fruto presentan un didmetro superior, entre 250 y 300 um (Wismer et al., 1995).
Shargal et al. (2006) estimé menores diametros celulares, entre 80 y 90 um en peras cv.
Spadona. En perales japoneses (Pyrus pyrifolia Nakai), Zhang et al. (20052,2005°, 2006, 2008)
determiné valores de diametro celular similares a los que hemos encontrado, entre 150 y 250
pm.

La relacion entre el eje mayor y el eje menor refleja cuan alargadas son las células. En
promedio, el eje mayor de las células de las pera cv. Williams era alrededor de 54 % mas largo
que el eje menor. Goffinet et al. (1995) reporta que este valor en manzana “Empire” es de
alrededor de 28%. Por lo tanto, las células de las peras Williams tienen una forma mas largada

que las células de las manzanas Empire.

Tabla 4.6 Diametro y volumen celular de los frutos en las cosechas del cuadro 5N1

Temporada | Tratamientos Diametro celular medio Volumen celular medio
(Wm) (10° um?)
2006-2007 | Testigo 167,4 2,01
Urea al 5% 164,6 1,89
NS NS
2007-2008 | Testigo 170,2 2,02
Urea al 5% 165,9 1,89
NS NS
2008-2009 | Testigo 165,5 1,94
Urea al 7,5% 163,0 1,83
NS NS

NS: Diferencias no significativas

La pulverizacion de urea sobre perales cv. Williams en plena floracién no modifico
significativamente el tamafo de las células de los frutos en el momento de la cosecha. En las
tres cosechas, las peras provenientes de plantas pulverizadas presentaban un volumen celular

medio 6 % menor al de las peras provenientes de plantas testigos.
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En la segunda y tercer cosecha, las peras cv. Williams presentaron entre 80 y 100 millones
de células (Tabla 4.7). En la primera cosecha se encontré un mayor numero de células en los
frutos (entre 110 y 120 millones). Wetswood et al. (1967) ya reportaron que las manzanas
provenientes de arboles que florecieron extremadamente poco tenian muchas mas células que
aquellas provenientes de arboles con una floracién estandar. Por lo tanto, la baja floracion de
los arboles en el 2006 se vuelve a reflejar en los resultados. No se han encontrado
antecedentes de numero de células en peras. En manzanas, Wetswood et al. (1967) han
reportado valores similares (50-100 millones). Posteriormente, se han reportado valores
inferiores en manzanas (30—-70 millones); debido a que en estas estimaciones se desconté
entre 30-35% al volumen del fruto por espacio intercelular (Goffinet et al., 1995; Al Hinai et al.
2004).

Respecto al parametro propuesto por Wismer et al. (1995), las peras cv Williams
presentaron entre 130 y 160 capas celulares. En manzanas, este autor reporta un menor
numero de capas, entre 80 y 100. En tanto que en perales europeos y japoneses, los valores
citados son muy similares: 100-300 capas. (Flaishman et al., 2005; Shargal et al., 2006; Zhang
et al., 20052, 2005°, 2008) .

Tabla 4.7. Numero de células y de capas celulares de frutos en las cosechas

N° de células
Temporada | Tratamientos (10°) N° de capas en el mesocarpo
Testigo 114,2 157.,4
2006-2007
Urea al 5% 123,2 160,3
NS NS
Testigo 87,6 151,8
2007-2008
Urea al 5% 101,6 153,4
* * NS
Testigo 89,8 134,5
2008-2009
Urea al 7,5% 99,3 136,7
* NS

NS: No significativo. * y * *: Diferencia significativa al 5y 1 %, respectivamente.

En las dos ultimas temporadas, en las que la urea presenté un efecto raleador, las peras
cosechas sobre arboles pulverizados presentaban entre 11-16 % mas de células que las peras
provenientes de arboles testigos. El incremento en el numero de células en manzanas debido a
distintos tipos de raleo temprano, fue mayor: entre 15y 20 % en manzanos Red Delicious, entre
25 y 30 % en manzanos Golden Delicious (Westwood et al.,, 1967) y entre 15 y 55% en

manzanos Empire (Goffinet et al., 1995).
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En peras y manzanas, el desarrollo del fruto durante el periodo de division celular parece
estar mantenido principalmente con carbono proveniente de las hojas de los dardos (Corelli
Grappadelli et al., 2007). En casos en los que el tratamiento con urea logra reducir el nimero
de frutos presentes en el dardo, los frutos remanentes tienen la oportunidad de crecer con una
mayor provision de fotoasimilados y logran un mayor nimero de células.

Para evaluar la relacion entre el numero y el volumen de las células respecto al tamafio de
fruto, cuantificado por medio de su peso, se realizaron dos diagramas de dispersion con los
datos provenientes de los frutos cosechados en las tres temporadas (Figuras 4.15 y 4.16).
Posteriormente se ajustaron dos regresiones lineales a estas relaciones, las cuales resultaron
significativas, por lo cual tanto el nUmero de células como el tamano celular estan relacionados
significativamente con el tamafio final del fruto. A diferencia de Goffinet et al. (1995), la
regresion cuadratica para el nimero de células no resulté significativa, por lo cual se concluye
que en el rango que estamos evaluando, el aporte del niumero de células al tamafo del fruto no

presenta limitaciones. A mayor numero de células, mayor tamafo de fruto.

De acuerdo con Zhang et al., (2006) la division celular parece ser mas importante que el
alargamiento celular en la determinacion del tamafio final de la pera. En concordancia con esta
aseveracion, se observa que si bien los dos parametros celulares (Numero y volumen celular)
presentaron un ajuste lineal significativo, el nimero de células manifesté un efecto mucho mas
marcado sobre el peso del fruto (Figuras 4.15 y 4.16). Incluso el coeficiente de determinacion
de la funcién entre el peso y el numero de células fue mayor al de la funcién entre el peso y el

volumen celular.

e Peso del fruto (g) =128 + 0,607. N° células (10°) R% 0,26
e Peso del fruto (g) = 165 + 14,2. Volumen Celular (10° um®) R? 0,03

Los valores de los coeficientes de determinacion fueron bajos debido a que cada funcion
incluia s6lo uno de los dos factores que se relacionaba significativamente con el tamafio. La
regresion entre el peso del fruto y los dos parametros celulares en conjunto presenté un

coeficiente de determinacién mucho mayor (R% 0,88).

Peso del fruto (g) = -142 + 1,58. N° células (10°) + 87,7 Volumen Celular (10° um?®)
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Figura 4.15: Relacion entre el volumen celular (10° um®) vy el peso del fruto (g) segun: I. el
tratamiento: testigos (simbolos blancos) y urea (simbolos negros) y Il. el afio de la cosecha:

2007 (triangulos), 2008 (cuadrados) y 2009 (circulos).
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Figura 4.16: Relacion entre el nimero de células (10° y el peso del fruto (g) segun: I. el
tratamiento: testigos (simbolos blancos) y urea (simbolos negros) y Il. el afio de la cosecha:

2007 (tridngulos), 2008 (cuadrados) y 2009 (circulos).
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La pera Williams es un fruto con capacidad partenocarpica, es decir, puede desarrollarse
sin necesidad de tener semillas (Ryugo 1988). Sin embargo, la evaluacién del numero de
semillas en el fruto en la cosecha puede resultar util en dos aspectos: para determinar si la
pulverizacion de urea en floracion disminuye el nimero de semillas en los frutos y para evaluar
el efecto del numero de semillas sobre el tamafio del fruto y sus parametros celulares.

En la temporada 2008-2009, los frutos cosechados en los arboles pulverizados con urea en
floracion presentaron 2,6 semillas en promedio, frente a 3,1 semillas de frutos provenientes de
arboles testigos. Esta disminucion en el niamero de semillas de los frutos debido al
tratamiento con urea es significativa (p-valor 0,042). En 1963, Denne encontré una
tendencia creciente en el numero de células del fruto al incrementar el numero de semillas en
las manzanas. Posteriormente, Zhang et al. (2008) encontré que los frutos partenocarpicos en
perales japoneses eran mas chicos que los frutos polinizados, a pesar de presentar un mayor
numero de células. Los autores sugieren que las semillas estimulan de alguna manera la
expansion celular en las peras japonesas.

Para analizar la relacién entre la presencia de semillas en la pera Williams y los parametros
celulares se realizaron graficos de puntos entre las variables en base a los datos de los 100
frutos evaluados en la cosecha 2009 (Figuras 4.17 y 4.18). En la figura 4.17 se observa que el
numero de semillas tuvo una influencia positiva sobre el numero de células hasta la presencia
de 2 semillas; a partir de alli, su influencia fue negativa, debido, tal vez, a un efecto competidor.
En la figura 4.18 se observa un comportamiento contrario, el numero de semillas present6 una
influencia negativa sobre el volumen celular hasta la presencia de 3 semillas; a partir de alli, su
influencia fue positiva. En definitiva, la relacién entre estas variables no resulté tan clara como
la manifestada por Denne (1963) o Zhang et al. (2008).

En definitiva, es interesante evaluar la relacién entre el peso del fruto y el nimero de
semillas presente, para lo cual se realiz6 un grafico de puntos entre las variables (Figura 4.19)
tomando como muestra 250 frutos de la cosecha 2009. Los frutos partenocarpicos, presentaron
el peso medio (155 g) mas bajo, similar a los frutos con una sola semilla. Los frutos que tenian
entre 2 y 5 semillas presentaron un peso medio entre 164 y 168 g. Por ultimo los frutos con mas
de 5 semillas, presentaron el peso medio mas alto, de 173 g. En suma, la presencia de semillas
tiene un efecto positivo sobre el tamafio del fruto, si bien al parecer pueden llegar a presentar

patrones celulares distintos.
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Figura 4.17. Relacion entre el numero de semillas y el nimero de células en peras cv Williams,
en base a cien frutos del cuadro 5N1 cosechados en el 2009. Valores medios * error estandar.
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Figura 4.18. Relacion entre el nimero de semillas y el volumen celular en peras cv Williams, en
base a cien frutos del cuadro 5N1 cosechados en el 2009. Valores medios + error estandar.
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Figura 4.19. Relacién entre el nimero de semillas y peso de peras cv Williams, en base a 250
frutos del cuadro 5N1 cosechados en el 2009. Valores medios + error estandar.
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4.4 Destinos y particion del nitrégeno proveniente del fertilizante

Zimmer et al. (1996) y Handschack & Alexander (2002) mencionan que los manzanos
pulverizados con urea en plena floracion presentan una mayor concentracién de nitrégeno en
las hojas respecto a manzanos testigos. En concordancia con estos autores, en perales cv.
Williams pulverizados con urea al 5% en plena floracion se observa un incremento en la
concentraciéon de nitrégeno en las hojas muestreadas luego de la cosecha, en el mes de
Febrero (p-valor: 0,14) (Tabla 4.8).

Tabla 4.8 Concentracion foliar de Nitrégeno en perales cv. Williams en el mes de febrero

_ Nitrogeno foliar (%)
Tratamiento
2007 2008 2009
Testigo 2,12 2,13 2,06
Urea Foliar 2,21 2,20 2,16
NS NS NS

NS: Diferencias no significativas.

Sin embargo, el incremento en el nitrégeno foliar en perales cv Williams fue del 4 %, un
valor menor al reportado en manzanos: 8 % (Zimmer et al.,, 1996) y 30 % (Handschack &
Alexander, 2002). Este menor efecto nutricional logrado puede deberse a que las hojas de
dardo de los perales se desarrollan mas lentamente que las hojas de dardo de los manzanos
(Nielsen et al., 1997), por lo cual en el momento de la floracion interceptan una menor cantidad
de fertilizante.

Estos resultados nutricionales fueron evaluados sobre hojas en el mes de febrero, luego de
la cosecha, momento habitual de toma de muestras foliares para realizar diagndsticos
nutricionales. Para la evaluacion del efecto nutricional de la aplicacién de urea en plena
floracion en los primeros dias luego de la floracién, se realizaron muestreos en tres momentos:
floracion (2 dias después de la aplicacion, DDA), caida de pétalos (7 y 9 DDA) y cuaje de frutos
(16 DDA). Las muestras consistian en dardos completos, cuyas caracteristicas generales se

presentan en la tabla 4.9.
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En ambos afios, los dardos muestreados presentaban entre 9 y 14 hojas y alrededor de 7

flores-frutos. (Tabla 4.9). En el 2008, los dardos eran mas pequefos que en el 2006. Esto

podria estar indicando que la pulverizacion fue realizada anticipadamente dentro del periodo de

dias en los cuales las plantas se hallaban en plena floracion.

Tabla 4.9. Descripcion general de los dardos muestreados.

Afio DDA Tratamiento | N° hojas N° flores- Peso Fresco Peso Seco
frutos (9) (9)
Testigo 13,5 7,5 3,02 0,64
2 Urea foliar 10,7 7,8 3,19 0,56
* NS NS NS
Testigo 12,6 7,3 447 1,00
2006 7 Urea foliar 10,7 7,0 4,97 1,04
* NS NS NS
Testigo 11,9 2,0 8,00 1,66
16 Urea foliar 11,6 2,0 8,37 1,68
NS NS NS NS
Testigo 9.4 7.5 2,37 0,46
2 Urea foliar 9,8 7,0 2,25 0,47
2008 NS NS NS NS
Testigo 12,9 6,9 3,96 0,79
9 Urea foliar 14,3 6,7 4,74 0,95
NS NS e e

DDA: Dias Después de la Aplicacion de urea NS: Diferencia no significativa al 5%.

*, **: Diferencia significativa al 5 y 1% respectivamente

No se observan diferencias significativas en el numero de frutos presentes en el dardo entre

los tratamientos, por lo cual no se ve reflejado el efecto raleador de la aplicacién de urea en

plena floracién. En el afio 2006, los dardos presentaban sélo dos frutos a los 16 DDA debido a

un raleo manual realizado a los 12 DDA.

70




El contenido de nitrégeno (mg) en hojas, flores y posteriormente frutos del peral cv. Williams
manifesté un incremento sostenido en las dos experiencias realizadas (Figuras 4.20 y 4.21).
Las hojas presentes en el dardo contenian entre 6 y 8 mg de N en floracién, alrededor de 15
mg en caida de pétalos y superaban los 30 mg en el cuaje de fruto. Por su parte, las flores
contenian entre 13 y 15 mg de N en floracién y alrededor de 20 mg luego de la caida de
pétalos. En el afio 2006, no se observd un incremento en el contenido de nitrogeno de las
flores-frutos entre los 7 y los 16 DDA debido al raleo manual realizado a los 12 DDA (Figura
4.20). El mismo patrén y similares valores mencionan Tagliavini et al. (1997) en un trabajo en el
cual evaluan la fuente nitrogenada del crecimiento inicial de los perales cv. Abbé Fetel en la
primavera.

Por tanto que la concentracién de nitrégeno (%) en hojas, flores y posteriormente frutos
presenté una disminucion paulatina en ambas temporadas (Figuras 4.22 y 4.23). Las hojas
presentaron entre 3,5 y 4 % de nitrdgeno en floracién y alrededor de 3% en el momento de fruto
cuajado. Las flores presentaron entre 4 y 5 % de nitrégeno y los pequenos frutos cuajados
contenian alrededor de 3 % de nitrégeno. Nuevamente, el mismo patron y similares valores son
reportados por Tagliavini et al. (1997) en perales cv. Abbé Fetel.

El tratamiento con urea en floracién incrementé entre 20 y 40 % el porcentaje de
nitrégeno en las flores a los 2 DDA. El incremento observado en las hojas fue menor: del
20 % en el 2006 y so6lo un 5 % en el 2008. Esta diferencia ya no era significativa para el
momento de caida de pétalos (7-9DDA) (Figuras 4.22 y 4.23). En el 2008, los dardos
pulverizados presentaron un mayor contenido de nitrégeno en hojas y flores a los 2 DDA. Esta
diferencia fue aun mas pronunciada a los 9 DDA debido, en gran medida, al mayor peso de
estos organos en los dardos pulverizados (Figura 4.20).

No se han encontrado muchos trabajos que estudien el efecto sobre el contenido de
nitrogeno en distintos tejidos logrado por la aplicacién de urea en floracion. En un trabajo en el
cual se estudio la aplicacion de urea al 6 % sobre palto (Persea americana Mill) se observo

mayores concentraciones de nitrégeno en las inflorescencias pulverizadas (Zilkah et al., 1987).
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Figura 4.20. Contenido de nitrégeno en hojas (triangulos) y flores — frutos (circulos)
provenientes de dardos testigos (simbolos blancos) y dardos pulverizados con urea al 5 % en
plena floracion (simbolos negros) en el afio 2006. NS: Diferencia no significativa.
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Figura 4.21. Contenido de nitrdgeno en hojas (triangulos) y flores — frutos (circulos)
provenientes de dardos testigos (simbolos blancos) y dardos pulverizados con urea al 5 % en
plena floracion (simbolos negros) en el afio 2008. ***: Diferencia significativa al 5y 1 %

respectivamente.
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Figura 4.22. Concentracion de nitrdgeno en hojas (triangulos) y flores — frutos (circulos)
provenientes de dardos testigos (simbolos blancos) y dardos pulverizados con urea al 5 % en
plena floracion (simbolos negros) en el afio 2006. NS: Diferencia no significativa. **, ***:
Diferencias significativas al 1 y 0,1 % respectivamente.
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Figura 4.23. Concentracion de nitrégeno en hojas (triangulos) y flores — frutos (circulos)
provenientes de dardos testigos (simbolos blancos) y dardos pulverizados con urea al 5 % en
plena floracién (simbolos negros) en el afio 2008. NS: Diferencia no significativa. **: Diferencia

significativa al 1 %.
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A los 2 DDA se encuentra la maxima concentracién de Nitrégeno Proveniente de
Fertilizante (NPF): entre 10 y 12 % en las flores y alrededor del 8 % en las hojas (Tabla
4.10). Sin bien en duraznero se menciona que la urea pulverizada culmina su absorcién luego
de 3 dias (Furuya & Umemiya, 2002), es probable que en nuestros ensayos a los 2 DDA se
haya logrado la mayor parte del maximo contenido posible de NPF en los tejidos pulverizados.

En la primavera, tanto las hojas como las flores y posteriores frutos se encuentran en activo
crecimiento e incorporan rapidamente grandes cantidades de nitrégeno tal como puede
observarse en las figuras 4.20 y 4.21. Esta es la razén por la cual el porcentaje de NPF decrece
paulatinamente en caida de pétalos y al momento de fruto cuajado. En aplicaciones de urea al
2 % sobre manzanos cv. Fuji en floracién, se encontré que luego de un mes, las hojas
aplicadas presentaban 10 % NPF (Fallahi et al., 2002).

Tabla 4.10.Contenido y concentracién de Nitrégeno Proveniente del Fertilizante (NPF) en hojas,
flores y frutos de perales cv Williams pulverizados con urea al 5 %.

Ano DDA Hojas Flores o frutos Flor- fruto Total
NPF NPF Ne° NPF NPF
(%) (mg) (%) (mg) (mg) (mg)
2006 2 8,0 0,72 10,1 1,57b | 7,8b 0,20 2,28 b
7 5.4 0,82 5,0 1,16b | 7,0b 0,17 1,98 ab
16 2,6 0,78 1,7 0,29a | 19a 0,15 1,07 a
NS o B NS *
2008 2 7,7 0,54 12,0 1,96 6,9 0,28 2,50
9 4,4 0,72 53 1,19 6,7 0,17 1,91
NS NS NS NS NS

DDA: Dias después de la Aplicacion. NPF: Nitrogeno Proveniente del Fertilizante.

NS: Diferencia no significativa al 5%. *,** y ***: Diferencia significativa al 5, 1y 0,1 % respectivamente

El conjunto de hojas del dardo contenia en promedio entre 0,70 y 0,80 mg NPF. A los 2
DDA, cada flor presentaba en promedio entre 0,20 y 0,30 mg de NPF. Una buen parte de este
nitrégeno se encontraba en los pétalos y por lo cual, luego de que se cayeran los mismos, las
flores presentaban un valor algo menor, entre 0,15-0,17 mg NPF (no significativo
estadisticamente).

Para determinar si el NPF incorporado en los tejidos permanece inmdévil se evalué el
contenido de NPF entre las distintas fechas muestreadas. El contenido de NPF en hoja y flor a
los 2 DDA no difiri6 de manera significativa con el encontrado en los muestreos posteriores
(Tabla 4.10). Esto podria estar indicando que el nitrdgeno proveniente del fertilizante en los

6rganos fue asimilado y utilizado en el mismo lugar en el cual fue absorbido.
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Las hojas del dardo son particularmente importantes debido a que son responsables de
proveer los fotoasimilados necesarios para el crecimiento de los frutos durante el periodo de
division celular (Tagliavini et al., 1997; Taiz & Seiger, 2002; Corelli Grappadelli et al., 2007). El
peso seco por hoja fue de 25 - 35 mg en floracién, 40 y 50 mg en caida de pétalos y alrededor
de 60 mg en el cuaje de frutos. El area foliar fue de 3-5 cm? en floracién, alrededor de 8 cm? en
caida de pétalos y superior a 10 cm? en cuaje de frutos (Tabla 4.11). Similares valores de peso

seco y area foliar reportan Tagliavini et al. (1997) en perales cv Abbé Fetel.

Tabla 4.11. Tamafio de hoja y del conjunto de hojas de dardos de perales cv. Williams

Ano | DDA | Tratamiento Total de hojas Area Hoja expandida
AF PF PS especifica AF PF PS
em® | (9 | (@ | (cm’g’'PS) | (cm?) | (mg) | (mg)
Testigo 30,5 | 0,86 | 0,23 134 3,0 89 | 229
2 Urea foliar | 34,3 | 0,92 | 0,21 169 49 | 135 | 30,3
NS NS | NS o xE | xEw | wEw
Testigo 75,7 | 1,58 | 0,44 177 7,8 | 161 | 44,7
2006 | 7 Urea foliar | 74,0 | 1,51 | 0,43 172 85 | 175 | 49,7
NS NS NS NS NS NS NS
Testigo 137,7 | 3,10 | 0,77 180 11,4 | 257 | 64,2
16 Urea foliar | 129,6 | 3,00 | 0,75 175 10,9 | 252 | 63,1
NS NS | NS NS NS | NS | NS
Testigo 18,5 | 0,61 | 0,15 119 4,0 | 136 | 34,0
2 Urea foliar | 18,6 | 0,63 | 0,17 112 4,1 138 | 37,5
2008 NS NS | NS NS NS | NS *
Testigo 71,7 | 1,69 | 0,39 182 7,7 | 186 | 42,7
9 Urea foliar | 82,9 | 2,04 | 0,46 179 8,3 | 206 | 46,9
* * * NS NS | NS | NS

DDA: Dias después de la Aplicacién. AF: Area Foliar. PF: Peso Fresco. PS: Peso Seco.

NS: Diferencia no significativa al 5%. *,** y ***: Diferencia significativa al 5, 1y 0,1 % respectivamente

En el 2006, a los 2 DDA, los dardos pulverizados presentaron hojas mas grandes que las
hojas de los dardos testigos (+32% PS, +52% PF y + 63% AF) (Tabla 4.11). A los 7 DDA, ya no
se observo esta diferencia. En este afo, la pulverizacion de urea en floracién permitié que las
hojas de los dardos se expandieran mas rapidamente. De hecho, las hojas de los dardos
pulverizados presentaron mas precozmente valores de area especifica similares a los finales
(170-180 cm?g PS). En el afio 2008 no se ha observado este fenémeno, pero el conjunto de
hojas de los dardos pulverizados fue mayor al de los dardos testigos a los 9 DDA debido a

aumentos no significativos en el numero de hojas y el tamafio individual de cada hoja.
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El tratamiento con urea en floracién incremento el peso de los pequefios frutos a partir de la
segunda fecha muestreada (7DDA en el afio 2006 y 9 DDA en el 2008) (Figuras 4.24 y 4.25).
En el 2006, los incrementos observados fueron del 14% en el peso seco y 24 % en el peso
fresco. En el 2008, los incrementos fueron superiores: 25 % en el peso seco y 23 % en el peso
fresco. En la tercer fecha muestreada (realizada sélo en el 2006), esta tendencia se mantuvo
(+14% PS y + 18% PF). Zilkah et al. (1988) también encontraron que la pulverizacion de urea
en floracién lograba incrementos en el peso de los pequenos frutos en durazneros y nectarines

en tan sélo una o dos semanas luego de la aplicacion.

Es importante destacar que los dardos pulverizados presentaron frutos mas grandes aun
cuando no se observaban diferencias significativas en el numero de frutos en el dardo entre los
tratamientos (Tabla 4.9). La aplicacién de urea en plena floracién incrementa el tamafio de
los frutos en los primeros dias, independientemente de su efecto raleador. Zimmer et al.
(1996) menciona algo parecido en manzano: el autor encuentra un aumento marcado en el
tamafo del fruto, a pesar de que esta practica no habia generado un efecto raleador

significativo.
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Figura 4.24. Peso fresco (circulos) y seco (triangulos) de flor — fruto en dardos testigos
(simbolos blancos) o dardos pulverizados con urea al 5% en plena floracién (simbolos negros).
Afo 2006. Valores medios + Error estandar. NS: Diferencia no significativa. *, **: Diferencias
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Figura 4.25. Peso fresco (circulos) vy seco (tridngulos) de flor — fruto en dardos testigos
(simbolos blancos) o dardos pulverizados con urea al 5% en plena floracién (simbolos negros).
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En definitiva, respecto al efecto nutricional generado por la aplicacion de urea al 5% sobre

perales cv. Williams en plena floracion, se encontré:

e Un incremento del 4 % en la concentracion foliar de nitrégeno luego de la cosecha,
inferior al reportado en manzanos.

o Elingreso de 0,20-0,30 mg de Nitrégeno Proveniente del Fertilizante en cada flor luego
de 2 dias. Estos valores representan entre 10 y 12 % del N presente en las flores.

e La incorporaciéon de 0,70-0,80 mg de Nitrégeno Proveniente del Fertilizante en el
conjunto de hojas del dardo, lo cual representan alrededor del 8% del N total.

e Unincremento de 20 - 40 % en la concentracion de nitrégeno en las flores

e Unincremento en la concentracion de nitrogeno de las hojas (5-20 %) en la floracion.

e Un mayor tamafio o, al menos, una expansién mas rapida de las hojas del dardo,
responsables de sostener el crecimiento inicial de los frutos.

e Un aumento entre un 15y 25 % del peso de los pequefios frutos a partir de los 7 dias
después de plena floracién, antes de que el tratamiento logre generar una caida de

frutos.
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4.5 Dafo oxidativo en hojas debido a la aplicacién foliar de urea

En manzanos, se observan severas necrosis foliares dias después de aplicar altas
concentraciones de urea en floracion (Link, 2000; Wertheim, 2000). En aplicaciones de urea
sobre perales en poscosecha, también se observa necrosis en los margenes de las hojas
(Sanchez et al., 1990%). Sin embargo, en nuestros ensayos, la aplicacién de urea al 5% en el
momento de plena floracién, no manifestd ningun efecto visible sobre las hojas de los perales.
Las hojas de dardo del peral se expanden mas lentamente que las hojas del manzano (Nielsen
et al.,, 1997), por lo cual en floracidon se encuentran menos expuestas a la aplicacion y es
posible que intercepten una menor cantidad de fertilizante.

En aplicaciones foliares, la urea es degradada en el citoplasma generando amonio, el cual
es incorporado inmediatamente a un aminoacido (Witte et al., 2002; Wang W. et al., 2008).
Cuando la planta no logra incorporar con suficiente rapidez el amonio, éste se acumula en las
hojas en grandes cantidades. El amonio es un producto téxico y puede generar sintomas de
toxicidad en las plantas (Britto & Krozucker, 2002).

La implicancia de las especies reactivas del oxigeno (EAO) durante el estrés producido por
amonio no ha sido caracterizada completamente (Dominguez-Valdivia et al., 2008); pero hay
antecedentes de que altos contenidos de amonio en las hojas incrementaron los niveles de
EAO (Zhu et al., 2000; Wang C. et al., 2008). Niveles altos de EAO generan un estrés oxidativo
(Davies, 1987; Mittler, 2002; Mgller et al., 2007) y un indicador del estrés oxidativo ampliamente
utilizado es el malondialdehido (MDA) (Hodges et al., 1999; Del Rio et al., 2005).

La técnica original de medicion del MDA (Heath & Packer,1968) ha sido corregida debido a
la presencia de interferencias de azucares, mas especificamente sacarosa y fructosa (Du &
Bramlage,1992) y antocianinas (Hodges et al, 1999). En el 2001, Taulavuori et al. estudiaron las
diferencias entre las técnicas propuestas sobre hojas de arandano a lo largo del afo. Los
autores encontraron que en el otofo, la interferencia es maxima debido a la presencia de
azucares y antocianinas. En base a las hojas muestreadas, se decidié evaluar también estas
interferencias en perales, otra especie perenne (resultados en el anexo).

Para evaluar el estrés oxidativo generado por esta practica, se determind el contenido de
MDA en hojas 24 horas después de la pulverizacion con urea en comparacion con hojas
testigos, en dos momentos: plena floracion y fines del verano (Figuras 4.26 y 4.27). Se realizé
un analisis de varianza bifactorial y la interaccion entre estos dos factores resulté significativa,
por lo cual el tratamiento con urea modifica el contenido de MDA en las hojas segun el

momento del afio en el cual es aplicado.
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Figura 4.26. Contenido de maldndialdehido (MDA) por peso fresco (PF) de hojas de peral cv.
Williams testigo (barras blancas) a 24 horas después de pulverizar urea al 5 % (barras negras)
en dos momentos: plena floracién y fines del verano (principios de marzo) de la temporada
2007-2008. Letras iguales no difieren estadisticamente segun LSD Fisher.
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Figura 4.27. Contenido de maldndialdehido (MDA) por peso fresco (PF) de hojas de peral cv.
Williams testigo (barras blancas) a 24 horas después de pulverizar urea al 5 % (barras negras)
en dos momentos: plena floracién y fines del verano (principios de marzo) de la temporada
2008-2009. Letras iguales no difieren estadisticamente segun LSD Fisher.
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A fines del verano (principios de Marzo), las hojas de dardos pulverizados con urea al 5 %
presentaban un mayor contenido de MDA que las hojas de dardos testigos en las dos
temporadas evaluadas (Figuras 4.26 y 4.27). La diferencia en el contenido de MDA fue del 24
% en la primera temporada y del 20 % en la segunda temporada. Esto estaria indicando que
la aplicacion de urea a finales del verano genera un estrés oxidativo en las hojas y

confirmaria la implicancia de éste en la toxicidad generada por esta practica.

Por el contrario, en plena floracion en las dos temporadas evaluadas, las hojas de dardos
pulverizados con urea al 5 % presentaron contenidos similares de MDA que las hojas de dardos
testigos (Figuras 4.26 y 4.27). Esto estaria indicando que, si bien la pulverizacion de urea
tiene la capacidad de generar un estrés oxidativo en las hojas, cuando la misma es

realizada en plena floracién no causa dafio oxidativo.

Esta diferencia en la sensibilidad de los perales en funcion de la época en la cual la urea es
pulverizada puede tener varias causas. En primera medida, en plena floracion, la superficie
foliar presente para interceptar la solucién del fertilizante es mucho menor por lo cual la
captacién y absorcion de la urea es menor. Ademas en la primavera las hojas de los dardos se
encuentran en activo crecimiento y presentan una intensa actividad metabdlica debido a la
sintesis de componentes celulares, principalmente proteinas estructurales; por lo cual tienen la
posibilidad de asimilar el amonio mas facilmente que una hoja madura a fines del verano, en la

cual la principal actividad es la fotosintesis.
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5 CONCLUSIONES

5.1 Respuesta a las hipo6tesis planteadas

5.1.1 Efecto raleador de la aplicacion foliar de urea en plena floracion

La aplicacion foliar de urea en altas concentraciones (5-7,5%) sobre perales cv. Williams en
plena floracién puede tener un efecto raleador pero esto no ocurre siempre y se desconoce las
razones que expliquen esta respuesta diferencial. En los casos en los que el tratamiento actua
como un raleador temprano, logra disminuir la competencia por fotoasimilados durante el
periodo de division celular de los frutos. Esto permite alcanzar un mayor niumero de células en

los frutos y genera un mayor tamafio de fruto en la cosecha.

5.1.2 Efecto nutricional de la aplicacion foliar de urea en plena floracion

Respecto al efecto nutricional de la aplicacion de urea al 5% sobre perales cv. Williams en
plena floracion, el tratamiento logra incrementar la concentracién de nitrégeno en las hojas y las
flores; estimula el desarrollo de las hojas del dardo e incrementa el peso de los pequenos frutos
a partir de los siete dias después de plena floracion, antes de que el tratamiento logre generar
una caida de frutos.

Respecto a la evaluacion del dafio oxidativo en hojas de perales cv. Williams generado
por la pulverizacién de urea al 5 % se puede afirmar que si bien esta practica tiene la
capacidad de generar dafo oxidativo hacia finales del verano, las aplicaciones en plena

floracién no causan dafno oxidativo en las hojas

5.2 Aplicaciones précticas

La pulverizacion de urea en plena floracién es una herramienta Gtil para incrementar el
tamano de las peras cv. Williams en la cosecha. La decisidn respecto a la conveniencia de su
realizacion, debe ser tomada en funcion de la relacion costo / beneficio, en base al precio del
fertilizante, el costo de la aplicacion y el valor de la produccién en funcion del tamafo de fruto

logrado.
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5.3 Otros conocimientos generados

Para un monte de 30 afios de edad de perales cv. Williams sobre pie franco en un marco de
plantacion de 4 x 4 m, se establecio: (I) la necesidad de contar con, al menos 50 hojas, para
proveer fotoasimilados adecuadamente a los frutos y (lI) que para lograr la maxima produccion

de frutos grandes, el nivel de carga debe ser de alrededor de 400 frutos por arbol.

Se establecié que en el momento de la cosecha, las peras cv. Williams presentaron entre
80 y 100 millones de células, y excepcionalmente alcanzan las 120 millones de células en afios
con muy baja densidad de floracion. Las células tienen entre 160 - 170 um de diametro y un
volumen entre 1-3 millones de ym®. La forma de las células es alargada y el eje mayor es 54 %
mas largo que el eje menor. Tanto el numero de células como el volumen celular estan
relacionados significativamente con el tamafo del fruto, si bien el primer parametro celular tiene

un mayor efecto.

5.4 Perspectivas

Queda aun por esclarecer las razones que determinan el éxito o el fracaso de este
tratamiento en el raleo logrado en perales cv. Williams. Entre los factores pueden encontrarse:
la edad y/o la carga frutal de los arboles y las condiciones ambientales en el momento de

aplicacion (temperatura y humedad relativa).

Otras lineas interesantes para continuar investigando son:

1. El efecto del tratamiento con urea sobre la germinacion del polen y el crecimiento del

tubo polinico

2. Determinar si la aplicacion de urea genera una mayor emision de etileno desde las
flores y las hojas del dardo en los perales cv. Williams, tal como fue observado en

manzanos.

3. El efecto de la combinacion de urea y benciladenina sobre la caida de frutos y el tamafio

de los frutos de perales cv. Williams en la cosecha.
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7 ANEXO

7.1 Concentracién foliar de nutrientes poscosecha

En la tabla | se presentan los valores de concentraciones foliares de nutrientes luego de las
cosechas para los cuadros 5N1 y 5N4, asi como los rangos de valores normales para cada

nutriente para perales cv. Williams reportado por Sanchez, 1999.

Tabla I: Concentracion foliar de nutrientes en perales cv. Williams en el mes de febrero

Cuadro | Temporada P K Ca Mg Mn Fe Cu B Zn
(%) | (%) | (%) | (%) | (ppm) | (PPm) | (pPmM) | (PPM) | (PPmM)

5N1 2006-2007 | 0,18 | 1,35 | 1,73 | 0,33 | 38,9 96,9 8,4 37,2 22,5
2007-2008 | 0,18 | 1,43 | 1,66 | 0,32 | 40,0 95,0 9,0 37,0 23,0
2008-2009 | 0,17 | 1,33 | 1,68 | 0,32 | 38,9 96,3 8,5 39,7 20,9

5N4 2008-2009 | 0,18 | 1,36 | 1,72 | 0,37 | 38,6 96,6 7,7 39,1 211

Valores normales * 0,13-| 1,20- | 1,10- | 0,24- | 30- 50 - 5- 30 - 18 -
0,45 | 2,00 | 2,50 | 0,50 200 250 15 60 60

* Sanchez, 1999.

Los valores de nitrogeno se encuentran en los resultados del capitulo 4. El resto de las
concentraciones de nutrientes en hoja se encuentra dentro del rango de valores normales
reportado por Sanchez, 1999.
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7.2 Madurez de la fruta en la cosecha

En la tabla Il se encuentran los valores de parametros de madurez de la fruta de cada

cosecha realizada y los valores 6ptimos para peras cv. Williams reportados por Benitez (2001).

Tabla Il. Pardmetros de madurez de la fruta en el momento de la cosecha

Fecha Tratamientos N Sdélidos Acidez Degradacion

v cuadro (ibrasipuigada® Solut?les titulable del almidén
(° Brix) (g (%)
17/01/2007 | Testigo 19,0 10,9 4,2 50
5N1 Urea al 5% 19,3 11,0 4.1 45
21/01/2008 | Testigo 18,3 11,9 4,0 9,3
5N1 Urea al 5% 17,9 11,7 4,2 5,3
12/01/2009 | Testigo 18,2 11,0 4,3 48
5N1 Urea al 7,5% 18,4 11,0 4,0 55
19/01/2009 | Testigo 20,0 10,0 4.4 40
5N4 Urea al 7,5% 19,8 10,5 4,5 38

Valores éptimos * 20-21 >10 3-4 20-25

* Benitez, 2001

La firmeza de la fruta en las cosechas realizadas es algo menor al 6ptimo recomendado por

Benitez (2001), sin embargo son valores aceptables. Por otro lado, la degradacién del almidén

excede el rango 6ptimo,

aunque esto puede deberse al tiempo que transcurrio desde la

cosecha hasta la puesta en la camara de conservacién, debido al laborioso proceso manual de

tamanado.
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7.3 Interferencias en la Absorbancia a 532 nm debido a azucares y

antocianinas

En la técnica de medicion del MDA se han realizado dos importantes correcciones. La
primera de ellas fue realizada por Du & Bramlage (1992) para descontar la interferencia en la
medicion de la absorbancia debido a azucares (sacarosa y fructosa). La segunda correccion fue
propuesta por Hodges et al. (1999) para detectar las intereferencias en la medicién de la
absorbancia debido a antocianinas. Posteriormente, en base a mediciones de MDA sobre
hojas de arandano a lo largo de la temporada, Taulavuori et al. (2001) mencionan que las
interferencias encontradas en el otofio son mucho mayores. Los autores atribuyen esta mayor
interferencia a la hidrélisis de almidén para la provision de azlcares simples con funciéon
crioprotectora. Esta acumulacion de azucares favorece a su vez la formacion de antocianinas,
las cuales tienen a acumularse en esta estacion.

En la tabla Ill se encuentran las magnitudes de las interferencias debidas a azucares y
antocianinas determinadas segun Du & Bramlage (1992) y Hodges et al. (1999), para dos

momentos: plena floracién y finales del verano.

Tabla Ill Interferencias en la técnica de medicion del malon di aldehido (MDA) debido a
azucares (fructosa y sacarosa) y antocianinas

Interferencias en la Absorbancia debido a
Temporada Momento
AzUcares Antocianinas
2007-2008 Primavera 0,05 0,08
Fines del verano 0,10 0,23
2008-2009 Primavera 0,05 0,08
Fines del verano 0,11 0,20

* * *: Diferencias significativas al 0,1%

En concordancia con Taulavuori et al. (2001), las interferencias son mayores hacia finales
del verano respecto a la primavera, debido a una mayor presencia de azucares y antocianinas,

aun cuando las hojas muestreadas no presentaban ningun sintoma de senescencia.
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