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CAPITULO I. EFECTO DE LAS APLICACIONES DE ACIDO GIBERELICO
(GA3) SOBRE LA CALIDAD DE FRUTA CON ENFASIS EN LA PARTIDURA

Introduccion

Chile es uno de los principales productores de cerezas a nivel mundial, encontrandose en
una posicion privilegiada como abastecedor de cerezas para los mercados del Hemisferio
Norte, cuando estos se encuentran sin produccion, lo que permite a los productores alcanzar
mayores precios (Mufioz, 2015). Se estima que la industria exportadora factura por sobre
USD 400 millones, lo que podria ubicar a las exportaciones de cerezas como el tercer mayor
generador de valor exportado fruticola (Bravo, 2013); esto conlleva una mayor generacion
de empleos en el sector, en especial en los momentos de cosecha del producto, aumentando
el ingreso a las personas, socialmente, mas vulnerables.

A pesar de ello, la produccion de cerezas presenta varios inconvenientes, en donde una de
las principales limitantes corresponde a la partidura de los frutos, que corresponde a un
agrietamiento en la epidermis, producido principalmente por las precipitaciones en
precosecha (Christensen, 1996). Existen diversos métodos para mitigar esta problematica;
siendo los principales: el uso de cobertores de plastico, variedades tolerantes,
formulaciones de calcio, sales minerales y el uso de helicdpteros. No obstante, muchos de
estos métodos involucran altos costos y presentan algunas desventajas para el desarrollo de
los frutos (Balbontin et al., 2013; Rehman et al., 2015). Sin embargo, se ha visto que el
acido giberélico (GAgz), que se utiliza principalmente en los huertos comerciales de cerezos
para retrasar la maduracion, aumentar el tamafio y la firmeza del fruto (Horvitz et al., 2003;
Cline y Trought, 2007), reduce la incidencia a la partidura (Usenik et al., 2005; Yildirim y
Koyuncu, 2010), aunque otro ensayo muestra resultados contradictorios con el uso de este
fitorregulador (Cline y Trought, 2007). Adicionalmente, se han visto efectos sobre la
inhibicidn de la floracion en especies de Prunus, en donde aplicaciones de este regulador de
crecimiento, realizadas durante la induccién de yemas florales, inhiben la formacién de
dichas yemas y reducen el retorno floral (Lenahan y Whiting, 2006). Por otra parte, se han
establecido diversos programas de mejoramiento genético para el desarrollo de variedades
de cereza mas tolerantes a la partidura y para la identificacion de genes involucrados en la
resistencia a este fendomeno, lo que permite integrar otras herramientas para encontrar una
solucidn a esta problematica (Balbontin et al., 2013).

Por lo tanto, el presente capitulo analiza la literatura respecto a los efectos del GA3 sobre el
fruto, los factores predisponentes a la partidura, las causales de este fendbmeno y las
externalidades del uso del GAs.



Efecto de las aplicaciones de GA; sobre la partidura

Existen diversas investigaciones que abarcan los efectos de este regulador de crecimiento
sobre la partidura de los frutos en cerezos. Por un lado, hay estudios que sefialan que las
aplicaciones de &cido giberélico disminuyen la susceptibilidad a la partidura de cerezas
(Looney, 1996; Podesta et al., 2001; Usenik et al., 2005; Yildirim y Koyuncu, 2010). En
cambio, en otra investigacion, los efectos son totalmente adversos con tratamientos de GAs,
aumentando la partidura de frutos en la variedad Bing de un 17 a 27% Yy en la variedad Sam
de un 9 a 17% comparado con el control (Cline y Trought, 2007), en un evento de lluvias
en precosecha de 91 mm. Por otra parte, Aburto (2012), al evaluar la susceptibilidad a la
partidura inducida segin el método de Christensen (1996), en frutos de similar estado de
madurez y tamafio, determind que las aplicaciones de GA3 en el estado de amarillo pajizo
reducen la partidura de los frutos, particularmente en ‘Lapins’, a diferencia de la variedad
Sweetheart donde no se ven efectos. Ademas, Araya (2014) indica que en ‘Kordia’ las
aplicaciones de GAj; disminuyen la susceptibilidad a la partidura, lo que reafirma los
efectos de GAjz sobre este fendmeno.

El mecanismo de como GA; reduce la partidura no se conoce. Sin embargo, Usenik et al.
(2005) indican que frutos tratados con GAgs, en las variedades Van y Sunburst, producen un
aumento en la elasticidad de la pared celular junto con una mayor tasa de absorcion de
agua, lo que podria reducir la incidencia a la partidura. En cambio, Barsy et al. (1988)
encontraron que aplicaciones de GA3; aumentaron el grosor de la membrana cuticular y la
pared radial de las células epidérmicas, concluyendo que esos cambios en las caracteristicas
anatomicas fueron responsables de la reduccion de la partidura.

Por otra parte, estudios realizados para determinar las causas de este problema han llegado
a diferentes conclusiones. Christensen (1996), sefiala que la partidura se produce por la
presencia de agua en la epidermis, la cual penetra por osmosis en el fruto, produciendo un
mayor volumen, causando las caracteristicas lesiones en la cara externa del fruto. En
cambio, Sekse (1995) indica que los flujos hidricos internos del arbol interactdan con el
medio externo; esto se produce cuando existen intervalos grandes de riego, que generan
cambios bruscos en la presion interna del fruto, ocasionando la partidura de la epidermis.
Este aumento del volumen al interior del fruto produciria la destruccion de las estructuras
epidérmicas mas externas, generando las fisuras caracteristicas (Sekse, 1998). Asimismo, se
ha propuesto una nueva hipétesis, que atribuye la partidura a la contraccion de la epidermis,
causado principalmente por una disminucion abrupta de la temperatura ambiente. Sin
embargo, se requieren investigaciones para poder comprobar esta aseveracion (Koumanov,
2015).



Factores predisponentes

Variedad

Diversas investigaciones indican que existen diferencias en la tolerancia a la partidura entre
las variedades de cereza (Christensen, 1996 y 2000; Cline y Trought, 2007). Al respecto,
Cline y Trought (2007), indican que la tolerancia a la partidura de los frutos puede cambiar
de acuerdo a las caracteristicas genéticas de las variedades. Entre estas, ‘Bing’ y ‘Van’ son
altamente susceptibles al dafio, a diferencia de ‘Lapins’, que tiene una tolerancia
intermedia, mientras que otras, como ‘Kordia’ y ‘Regina’, presentan una baja
susceptibilidad a la partidura (Balbontin et al., 2013). Por otra parte, los mecanismos
fisioldgicos ligados a dichas diferencias no han sido del todo dilucidados, aunque se
atribuye la menor susceptibilidad en ‘Kordia’, a la tasa de crecimiento de los frutos mas
lenta al inicio de la fase Ill, a diferencia de las variedades susceptibles, lo cual evitaria la
expansion abrupta del fruto y asi la formacion grietas en la epidermis (Bastias et al., 2010).

Condiciones medioambientales

Las lluvias caidas durante el periodo de precosecha pueden causar grandes pérdidas en la
produccion (Simon, 2006; Bastias et al., 2010). El agua proveniente de las precipitaciones
es absorbida por osmosis a través de la cuticula, debido a que en el interior del fruto existe
un alto potencial osmético; luego de esto, la cereza se expande hasta el punto de partirse
(Simon, 2006). Asimismo, este fenOmeno también se produce durante periodos de alta
humedad atmosférica, particularmente cercanos a cosecha (Simon, 2006).

En relacion a los requerimientos hidricos, Measham et al. (2012), en la variedad Sylvia,
sefialan que bajos volimenes de agua durante el crecimiento del fruto inducen la partidura.
En cambio, cuando a la planta se le suministra un mayor volumen de agua, los frutos tienen
mayor capacidad para resistir los flujos de agua producida por las precipitaciones, debido a
una mayor elasticidad, lo que permite evitar la formacion de fisuras en la epidermis.

Otro factor corresponde a la temperatura, la cual presenta una correlacién positiva con la
incidencia a esta eventualidad, ya que un aumento en la temperatura afecta directamente la
permeabilidad de la pared celular, lo que podria estar incidiendo en un mayor agrietamiento
del fruto (Christensen, 1996).

Caracteristicas del fruto

Los frutos presentan un patrén de crecimiento de tipo doble sigmoideo, dividiendo el
periodo de desarrollo del fruto en tres fases: en la fase | se produce una rapida division de
células del mesocarpio; la fase Il se caracteriza por el desarrollo del embrion y el
endurecimiento del endocarpio y, por ultimo, la fase Ill se destaca por la expansion de
células del mesocarpio (Christensen 1996; Balbontin et al., 2014). La opinion generalmente
aceptada es que la mayoria de las variedades muestran una mayor susceptibilidad a la



partidura en la fase Ill, vinculada a la rapida expansion del mesocarpio, lo que incide en un
aumento de las fisuras en el fruto (Christensen, 1996; Khadivi-Khub, 2015). Otro factor
corresponde al tamario, en donde los frutos grandes son mas susceptibles a la partidura que
los frutos pequeiios (Cline y Trought, 2007; Khadivi-Khub, 2015). Al respecto, Way
(1967), indicd que los frutos de arboles con mayor carga se parten menos, a diferencia de
los que poseen menor carga, por el aumento del tamafio de los frutos, lo que asoci6 a una
mayor partidura. En cambio, Christensen (1972), al comparar diversas variedades, no
encontro relacion entre la susceptibilidad a la partidura y el tamafio de la fruta. El potencial
osmotico en frutos es considerado también como un factor critico, ya que se estima como
uno de los posibles mecanismos que inciden en la partidura (Sekse, 1995, 1998; Usenik et
al., 2005). Este es un componente del potencial hidrico de la fruta (Khadivi-Khub, 2015) y
es muy variable en frutos de cerezo (-900 a -2.500 kPa), ya que depende de la variedad y
del estado de desarrollo del fruto (Tvergyak y Richardson, 1979). Asi, un alto potencial
osmatico al interior del fruto produce una mayor absorcion de agua, lo que causa una
abrupta expansion del fruto y fisuras en la epidermis. Por otra parte, se ha relacionado con
esta anomalia la firmeza del fruto, indicandose que variedades con mayor firmeza tienen
mayor tendencia a partirse que aquellos frutos mas blandos (Simon, 2006). Esta mayor
susceptibilidad se debe a que la epidermis del fruto se encuentra mas tensa, y el aumento de
el volumen de éste origina las grietas en las cerezas (Christensen, 1996). Las propiedades
de la cuticula también se han asociado a este fendmeno. Se ha visto que variedades como
‘0900 Ziraat’, tolerante a la partidura, presenta cuticulas mas gruesas, que permiten reducir
la susceptibilidad a la partidura, (Demirsoy y Bilgener, 1998). Al respecto, estudios
realizados por Rios et al. (2015) indican que las variedades mas tolerantes presentan una
mayor concentracion de alcanos, los cuales son componente de las ceras cuticulares y le
otorgan la capacidad de semipermeabilidad a las ceras, lo que podria inducir una menor
susceptibilidad a la partidura, al evitar un flujo excesivo de agua desde el exterior al interior
del fruto. Asimismo, la modificacién de la pared celular se ha correlacionado con esta
anomalia, ya que una mayor elongacion de esta estructura evita la formacion de partiduras
en el fruto, al momento de aumentar el volumen al interior de éste (Yamaguchi et al.,
2004).

Expresion de genes asociados a la partidura

Las razones génicas que explican el porqué de estas diferencias, en la tolerancia o
susceptibilidad a la partidura, ain no han sido reveladas, pero existen genes involucrados
en la modificacion de la pared celular y la composicién de la membrana cuticular, que han
sido relacionados con este problema (Balbontin et al., 2013 y 2014).

Genes relacionados con la cuticula

Investigaciones recientes atribuyen las diferencias en la susceptibilidad a la partidura, a las
propiedades de la cuticula del fruto durante su desarrollo. Todas las partes aéreas de la
planta se encuentran cubiertas por la cuticula, que es una membrana semipermeable y que
funciona como barrera protectora contra las perdidas de agua, lixiviacion de nutrientes,



invasion de patdgenos y dafios mecanicos (Vogg et al., 2004; Alkio et al., 2012). La
membrana cuticular estd compuesta principalmente por dos tipos de lipidos: cutinas y ceras
cuticulares. Con respecto a la cutina, ésta corresponde a un polimero formado por muchos
acidos grasos de cadena larga, que hace la cuticula quimica y mecénicamente estable. Por
otro lado, las ceras son de gran importancia, pues le confieren a la cuticula la propiedad de
ser impermeable (Alkio et al., 2012). Andlisis de la composicion de ceras durante el
desarrollo de fruto, realizado en distintas variedades de cerezos ("Hedelfinger’, ‘Kordia’,
‘Sam’ y ‘Van), indican que se encuentran formados principalmente por triterpenos, alcanos
y alcoholes, que representa un 75,6, 19,1 y 1,2%, respectivamente (Peschel et al. 2007),
siendo los alcanos, insolubles en disolventes polares, los que confieren la propiedad de la
semipermeabilidad a la membrana cuticular (Balbontin et al., 2013). Por ende, la
proporcion y el tipo de alcanos podrian ser de gran relevancia para explicar en parte la
tolerancia a la partidura. Estudios en cerezas han encontrado diferencias en las
concentraciones de alcanos, en donde se observan cambios dependiendo de la variedad
evaluada. Por ejemplo, ‘Kordia’ y ‘Regina’, de menor susceptibilidad a la partidura,
presentaron concentraciones significativamente méas altas de alcanos en comparacion con
otras variedades de mayor susceptibilidad a la partidura (Rios et al., 2015), por lo que una
mayor concentracion de alcanos produciria un menor movimiento de agua entre el exterior
e interior del fruto (Vogg et al., 2004), evitando una abrupta expansion del fruto y, asi, la
formacion de lesiones en la cara externa de la epidermis.

A partir de este descubrimiento, se han investigado los genes involucrados en la ruta de
produccidn de ceras cuticulares y su efecto en el fruto; uno de ellos corresponde a la enzima
B-cetoacil-Coa sintasa (CER®6), la cual es crucial para la biosintesis de ceras, ya que se
encuentra implicada en la elongacion temprana de acidos grasos de cadena larga, que son
los precursores para la formacién de alcanos (Vogg et al., 2004). Al respecto, Vogg et al.
(2004), demostraron en tomates que una mutacion del gen que codifica para esta enzima
(CER®6), conduce a una alteracion quimica de la composicion de ceras cuticulares, lo cual
produce un aumento en la permeabilidad al agua. Al respecto, Balbontin et al. (2014)
analizaron la expresion de PaKCS6 (homologo de CERG6), comparando variedades con alto
grado de contraste a la tolerancia de la partidura, encontrando una mayor expresion de este
gen en las variedades mas tolerantes a la formacion de grietas en la epidermis.

Otro gen involucrado en esta ruta metabolica corresponde a CER4, el cual codifica para la
enzima Acil-CoA graso reductasa. Para ver su efecto, en Arabidopsis, se realizd una
mutacion de CER4, lo que produjo una disminucion en la produccion de alcoholes
primarios, por lo que se le adjudico la accion de catalizar la reduccion de los VLCFA a
alcoholes primarios. Estos ultimos son utilizados para la biosintesis de ésteres de cera,
componentes de las ceras cuticulares (Rowland et al., 2006; Kunst y Samuels, 2009).

Luego de la sintesis de los componentes cuticulares, éstos deben ser transportados desde el
reticulo endoplasmatico a la membrana plasmatica, para después moverse a través de esa
estructura hasta la pared exterior de las células periclinales de la cuticula (Kunst y Samuels,
2009). Este movimiento es llevado a cabo por los transportadores de membrana
dependientes de ATP (transportadores ABC) como CER5/ABCG12 y ABCG11, que son los
encargados de exportar los precursores de cera y cutina (Kunst y Samuels, 2009; McFarlane
et al., 2010).



Genes relacionados con la modificacion de la pared celular

La modificacion de la pared celular durante la maduracion del fruto también se ha
correlacionado con la tolerancia a la partidura en la fruta (Knoche et al., 2001; Wang et al.,
2006; Kasai et al., 2008; Balbontin et al., 2014). Dentro de las enzimas que modifican la
pared celular, se ha observado que las expansinas podrian proporcionar una mayor
capacidad de extension al fruto y, asi, evitar el desarrollo de fisuras en la superficie de éste
(Wang et al., 2006; Kasai et al., 2008; Balbontin et al., 2014). Estas inducen la relajacién y
extension de la pared celular de una manera dependiente del pH, mediante la ruptura de los
enlaces de las microfibrillas de celulosa (Cosgrove, 2000).

Diversos estudios han asociado la partidura de cerezas con la expresion de expansinas en
los frutos, debido a la capacidad de estas enzimas de inducir la elongacién celular vy, asi,
prevenir la formacion de microfisuras en el fruto. Al respecto, Wang et al. (2006),
identificaron en litchi (Litchi chinensis Sonn.) dos genes de expansina (LCExpl y LcExp2) y
examinaron su expresion durante el desarrollo del fruto; éstas mostraron diferentes niveles
de transcripcion en los tejidos del pericarpio, en donde la variedad mas tolerante presento
una mayor expresion al final del crecimiento del fruto, en oposicion a la variedad mas
susceptible, que presentd una mayor expresion al inicio del crecimiento del fruto. Esta
mayor expresion al final se asocié a una mayor tolerancia a la partidura, debido a la
capacidad de resistir los cambios abruptos ocurridos en esta etapa, al presentar una pared
celular més flexible. Asimismo, ensayos realizados en manzanos, por Kasai et al. (2008),
donde se evalud la expresion de un gen de expansina (MdEXPA3) en el pericarpio y
mesocarpio durante el desarrollo del fruto, detectando una expresion diferencial de este gen
en los tejidos evaluados, que mostraba una mayor expresion de éste en el mesocarpio, lo
que se asoci6 con una reduccion del nivel de partidura, debido a que MAEXPA3 controla la
extension de la pared celular. En cerezas, Balbontin et al. (2014) compararon los niveles de
transcripcion de expansinas (PaEXP1) en dos variedades con distinto grado de
susceptibilidad a la partidura, ‘Kordia’ (tolerante) y ‘Bing’ (susceptible), desde cuaja a
madurez; los resultados mostraron altos niveles de expresion de expansinas en ‘Bing’, en
un estado de desarrollo mas temprano (cambio de color de la fruta), en contraste con lo
sucedido en ‘Kordia’, ya que la mayor expresion ocurri6 en una etapa mas tardia,
coincidiendo con la maduracion de los frutos; lo anterior evitaria la expansion abrupta, al
momento de aumentar el volumen al interior del fruto.

Otra enzima relacionada con este proceso corresponde a la xiloglucano endotransglicosilasa
(XET), encargada de controlar la extensibilidad de la célula, al producir el entrecruzamiento
de las moléculas de celulosa y xiloglucanos, lo que permite la division de las cadenas de
este Gltimo y, de esta manera, otorgar plasticidad a la pared celular; dicho debilitamiento
genera una mayor flexibilidad y elasticidad de la epidermis, lo que podria estar asociado a
la tolerancia de la partidura (Lu et al., 2006; Takizawa et al., 2014). Al respecto, Lu et al.
(2006), estudiaron esta enzima en litchi, centrandose en el comportamiento de tres genes de
xiloglucano endotransglicosilasa (LcXET1, LcXET2 y LcXET3) durante el desarrollo del
fruto, encontrando mayor expresion del gen LcXET1, 66 dias después de floracion (DDF)
en ‘Huaizhi’ (variedad tolerante), a diferencia de ‘Nuomici’ (variedad susceptible), que se
expresd 77 DDF, asociandose estrechamente con la menor partidura de frutos, al permitir
una elongacion mas temprana de los frutos en la variedad mas resistente. Estos resultados



contrastan con la expresion de las expansinas.

En resumen, no se han encontrado resultados concluyentes con respecto la identificacion de
los mecanismos relacionados con la partidura, por lo que el uso de herramientas
moleculares para identificar los posibles factores involucrados se ha vuelto fundamental.
Entre los mecanismos investigados se encuentran los relacionados con la elongacion de la
pared celular, en donde las expansinas y las xiloglucano endotransglicosilasa (XET)
controlan la extensibilidad de la célula y la plasticidad de la pared celular (Wang et al.,
2006; Kasai et al., 2008; Balbontin et al., 2014); por otro lado, la composicion de la
cuticula es otro mecanismo relacionado con este fendmeno, en donde [-cetoacil-Coa
sintasa (CERG6), Acil-CoA graso reductasa (CER4) y los transportadores ABC se encuentran
involucradas en esta ruta metabolica.

Uso de GA3 en cerezos

Respecto a la época de aplicacion de GAs, para mejorar la calidad de la fruta, se mencionan
como las mas efectivas aquellas cuando los frutos se encuentran entre el estado de desarrollo
verde trasldcido al amarillo pajizo, debido a que las giberelinas son més activas en estadios
mas tempranos de desarrollo (Looney, 1996; Christensen, 1996; Horvitz et al., 2003;
Yildirim y Koyuncu, 2010). Ademas, se ha determinado que una sola aplicacion de este
fitorregulador tiene mayor efecto, que el uso sucesivo con menores cantidades de GA;
(Kappel y MacDonald, 2002; Cline y Trought, 2007). En cuanto a la concentracion, Yildirim
y Koyuncu (2010) y Aburto (2012), sefialan que tratamientos de 20 y 30 mg L™ de GA;,
aplicados en el estado de desarrollo amarillo pajizo, en ‘0900 Ziraat’ y ‘Lapins’, indujeron
los mejores resultados sobre la calidad de los frutos y la reduccion de la incidencia a la
partidura.

Modo de accion

Las giberelinas son una familia de diterpenos tetraciclicos acidos, cuyo esqueleto esta
constituido por un anillo de ent-giberelano. Sin embargo, a nivel fisiolégico sélo un grupo
tiene una capacidad intrinseca para influir en el crecimiento y desarrollo vegetal, que
corresponden a las giberelinas activas GA1, GAs, GA; y GA7, que exhiben la actividad
biologica més elevada (Looney, 1996; Contreras et al., 2001; Iglesias y Talon, 2008). Al
igual que el resto de las fitohormonas, producen efectos pleiotrdpicos, desarrollando un
papel importante en diversos procesos de crecimiento, entre los que se encuentra el
desarrollo de las semillas, estimulacion de crecimiento del tallo, desarrollo del fruto,
disminucion de la actividad de enzimas hidroliticas, modificacion de la extensibilidad de la
pared celular, retraso en inicio de actividad del &cido abscisico (ABA) y control del tiempo
de floracion (Iglesias y Talon, 2008; Santner y Estelle 2009). Esta variedad de respuestas
también tiene su reflejo a nivel celular, activando la division celular, al acortar la interfase
del ciclo celular e inducir a las células en fase G1 a sintetizar ADN (lglesias y Talon, 2008).
Estos y otros procesos pueden verse afectados, al menos parcialmente, por cambios en la
expresion genica (Iglesias y Talon, 2008; Santner y Estelle 2009).



Por otra parte, las aplicaciones de GA; actdan de forma sistémica local, penetrando por los
organos y desplazandose ligeramente en el interior de ellos; debido a esto tiende a
acumularse cerca del sitio de penetracion. Sin embargo, las respuestas metabdlicas inducidas
pueden afectar 6rganos lejanos de la planta (Iglesias y Talon, 2008). Adicionalmente, los
efectos derivados de su aplicacion pueden durar de 1 a 3 semanas, lo que va a depender del
estado metabolico de la planta, de los d&rganos especificos y las condiciones
medioambientales al momento de la aplicacién del producto (Santner y Estelle 2009).

Efecto de las aplicaciones de GA; sobre la calidad del fruto

Como efecto principal de las aplicaciones de GA3 se menciona un retraso en la maduracion
de los frutos, alrededor de 3 a 4 dias, debido a que produce un retardo en la coloracion de
la epidermis de los frutos (Proebsting et al., 1973; Usenik et al., 2005; Yildirim y Koyuncu,
2010; Aburto, 2012), producido por la disminucién en la concentracion de antocianos
(Proebsting et al., 1973 y Usenik et al., 2005), los cuales son los responsables del cambio
de color del fruto (Remon et al., 2006). Por otro lado, en citricos, se indica que el GA3
produce un retraso en la degradacion de clorofilas y una disminucion en la concentracién
de carotenoides, lo que retardaria la coloracion de los frutos (Alds et al., 2006)

También se ha visto que el uso de GAz aumenta la concentracion de solidos solubles en el
fruto (Podesta et al., 2001; Horvitz et al., 2003; Cline y Trought, 2007; Kappel y
MacDonald, 2007). Al respecto, para ‘Bing’, Podesta et al. (2001) sefialan que la fruta
tratada con GA3 permanecié mas tiempo en el arbol, lo que seria la causa de una mayor
concentracion de sélidos solubles. Ademas, indican que las aplicaciones de acido giberélico
podrian aumentar la tasa de acumulacion de azUcares hacia los frutos, activando alguna ruta
enzimatica. En cambio, Demirsoy y Bilgener (1998) no encontraron efectos significativos
sobre la concentracion de sélidos solubles al evaluar las variedades Ziraat, Lambert y Van.
Al respecto, Canli y Orhan (2009) sefialan que los efectos de las aplicaciones de GA3 sobre
la concentracién de solidos solubles son muy complejos, dependiendo de la interaccion de
los tratamientos de GA3z Yy las condiciones medioambientales de la zona donde se realice el
ensayo.

Junto con ello, hay estudios que sefialan que las aplicaciones de GAj3 incrementan la
division y elongacion celular, favoreciendo el tamafio y masa del fruto (Horvitz et al., 2003;
Cline y Trought, 2007; Canli y Orhan, 2009; Yildirim y Koyuncu, 2010). Al respecto,
Horvitz et al. (2003), para ‘Sweetheart’, sefialan que el retraso en la maduracion seria el
responsable del aumento del tamafio y masa obtenidos con las aplicaciones de GAs, debido
a que se considera que un 25% de la masa final se obtiene durante las ultimas semanas
antes de la cosecha (Yildirim y Koyuncu, 2010). Ademas, manifiestan que el incremento en
el tamafio se debe a una mayor division celular y elongacion inducida por las aplicaciones
de GAs.

Otro efecto que se produce con la aplicacion de GAses el aumento en la firmeza del fruto
(Demirsoy y Bilgener 1998; Choi et al., 2002; Horvitz et al., 2003; Canli y Orhan, 2009;
Yildirim y Koyuncu, 2010). En relacion a este punto, Demirsoy y Bilgener (1998)



mostraron que el GAs disminuye la actividad de las enzimas poligalacturonasa (PG) y
pectinmetilesterasa (PME), enzimas hidroliticas de la pared celular, que son las encargadas
de la degradacion de pectinas, siendo estas Ultimas los principales componentes de la
lamela media en la pared celular de los frutos. Al respecto, Horvitz et al. (2003), sefialan
que el incremento en la firmeza de las frutos tratados con GA3 podria estar relacionado con
cambios en el tipo y la estructura de las pectinas de la pared celular.

Por lo tanto, las aplicaciones de GAjz aparecen como una alternativa interesante para
mejorar la calidad de los frutos, especificamente en variables como firmeza, concentracion
de sdlidos solubles, didmetro ecuatorial y masa del fruto. Ademas, permiten retrasar la
cosecha de cerezas, que en el caso de la zona sur de Chile posibilita obtener producciones
mas tardias, lo que genera mayores retornos econémicos a los productores. A pesar de ello,
los resultados que producen la aplicacion de este fitorregulador no son consistentes, ya que
los efectos del acido giberélico dependen de factores ambientales, tales como las
condiciones de luz y temperatura en que se desarrollan las plantas (Facteau et al., 1992;
Iglesias y Tal6n, 2008), los que varian entre temporadas de produccion, explicando el
efecto poco consistente de las aplicaciones de GAs. Igualmente, Canli y Orhan (2009)
indican que la respuesta de las cerezas a las aplicaciones de GA3 depende de la sensibilidad
a la accién de las giberelinas, que difiere segun la variedad usada.

Efecto de las aplicaciones de GAs sobre la induccion floral

Diversas investigaciones muestran que aplicaciones de GAj reducen la diferenciacion
floral, disminuyendo el retorno floral y la carga frutal para la temporada siguiente (Facteau
et al., 1989; Usenik et al., 2005; Lenahan et al., 2008), lo que genera reticencia en los
productores de cerezos, sobre todo en variedades con baja cuaja.

Analizando los efectos del GAs sobre el desarrollo reproductivo, Lenahan et al. (2008)
indican que tratamientos con 30 mg L™ de GA; aplicados al final de la etapa Il de
crecimiento del fruto, mostraron una menor diferenciacion floral en las yemas. Al respecto,
se han investigado los efectos sobre la induccion floral segun el momento de aplicaciéon, en
donde las aplicaciones de GA; en la etapa Il de crecimiento del fruto tienen un efecto
minimo en la disminucion de la induccién floral, en comparacion a las aplicaciones al
inicio de la fase Ill, que posee un efecto mas severo, causando una disminucion en el
retorno floral para la siguiente temporada entre un 21% a 54% (Facteau et al., 1989;
Lenahan et al., 2008). Al respecto, Faust (1989) especul6 que las giberelinas acttuan
alargando el plastocrono, conocido como el intervalo de tiempo entre la formacion de los
primordios de hojas en la yema y, de este modo, inhibirian indirectamente la induccion
floral, dado que el meristemo necesitaria un minimo de primordios formados para ser
inducido.

Sin embargo, estudios en cerezos en la zona de Angol muestran que no hay incidencia con
las aplicaciones de GA3 en la diferenciacion floral y el retorno floral (Aburto, 2012; Araya,
2014). Por otra parte, Cares (2012) indica que la aplicacion de prohexadione-calcio,
inhibidor de sintesis de giberelinas, en ‘Lapins’ y ‘Sweetheart’, adelanta el desarrollo de las
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estructuras florales dentro de la yema, especialmente cuando se repite la aplicacion luego
de 15 dias, aunque no tiene efectos adicionales sobre el crecimiento vegetativo y
reproductivo, reafirmando que el efecto de las giberelinas sobre la diferenciacion floral ain
esta en discusion.

Conclusiones

Las aplicaciones de GAj; tienen efectos sobre la calidad del fruto y la partidura. Sin
embargo, los efectos varian segun la temporada y las condiciones medioambientales donde
se realicen los ensayos, ya que las precipitaciones caidas juegan un papel fundamental
sobre la incidencia a la partidura, mientras que la temperatura y la luz modifican la
interaccion del fitorregulador con la planta durante el crecimiento del fruto.

Las aplicaciones de GA; disminuyen la induccion floral, no obstante, estudios en la zona de
Angol muestran que tratamientos con GAs no tienen efecto sobre el retraso en la induccion
floral y en el retorno floral para la siguiente temporada.

Con respecto a la concentracion de GAs, se establece que entre 10 y 30 mg L™ tienen
resultados mas significativos sobre la calidad del fruto y la disminucion en la partidura. En
cuanto a la época de aplicacion, la ideal corresponde a la realizada entre los estados de
desarrollo verde traslicido a amarillo pajizo.

No estan claros los mecanismos involucrados en la partidura, no obstante, se ha estudiado
que la modificacion de la pared celular y la composicion de la membrana cuticular podrian
estar relacionados en la partidura; los genes investigados y relacionados con dichos
procesos son: P-cetoacil-Coa sintasa (CER6), Acil-CoA graso reductasa (CER4),
Transportador ABC (ABC-2), expansinas (EXP-A3) y xiloglucano endotransglicosilasa
(XET-6).
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CAPITULO Il. EFECTO DE LA APLICACION DE ACIDO GIBERELICO
SOBRE LA PARTIDURA DE CEREZA Y LA EXPRESION DE GENES
ASOCIADOS

RESUMEN

Chile es uno de los mayores productores y exportadores de cerezas del Hemisferio Sur,
presentando una superficie plantada de 20.591 ha, las que durante la temporada 2014-2015
generaron un valor de USD 450 millones en exportaciones, ubicando este rubro como el
tercer mayor generador de valor en las exportaciones fruticolas del pais. Sin embargo, uno
de los principales problemas que han debido enfrentar los productores de cereza corresponde
a la partidura de los frutos, provocada principalmente por las lluvias durante precosecha,
aungue también esta determinada por componentes genéticos y de desarrollo del fruto. Se ha
visto que aplicaciones de &cido giberélico (GA3), las cuales son empleadas comunmente en
los huertos de cerezos para retrasar la cosecha y aumentar la firmeza, también han logrado
reducir este problema. Se han estudiado diversos mecanismos que podrian estar
involucrados en la menor incidencia del problema, como la composicion de la membrana
cuticular, particularmente una mayor concentracion de alcanos, y la modificacion de la pared
celular, debido a que cambios abruptos en su estructura influyen en una mayor
susceptibilidad a este problema. Se trabajo sobre la hipdtesis de que tratamientos con GAs,
aplicados en dos estados de desarrollo reducen la incidencia a la partidura, alterando la
expresion de genes involucrados con sintesis de la cuticula y modificacion de la pared
celular. Se usaron variedades con distinta susceptibilidad a la partidura (‘Kordia’, ‘Regina’ y
‘Lapins’) y se evaluaron variables de calidad, partidura en campo e inducida y la expresion
de genes relacionados con la sintesis de cuticula (PaKCS6, CER4 y ABC-2) y con la
modificacion de la pared celular (EXP-A3 y XET-6), 15 y 30 dias después de aplicacion
(DDA) en ‘Kordia’ y ‘Lapins’. Para ello se aplicaron cuatro concentraciones de GAjs (0; 10;
20y 30 mg L™) en dos estados de desarrollo del fruto (verde translicido y amarillo pajizo).
Se observo que los tratamientos con GA;z reducen la susceptibilidad a la partidura en un 6%
en ‘Lapins’, 7% en ‘Regina’ y 15% en ‘Kordia’. Ademas, se determino que el uso de GA3
aumento la expresion de los genes CER4, EXP-A3 y XET-6 en ‘Lapins’, contrario a lo
sucedido en ‘Kordia’. En cambio, no se observaron grandes cambios en PaKCS6 y ABC-2
en ninguna de las variedades evaluadas. En base a los resultados se puede concluir que las
aplicaciones de GA; disminuyen la incidencia en la partidura y modifican la expresion de
genes relacionados con biosintesis de cuticula y la estructura de la pared celular.

Palabras clave: Prunus avium L., regulador de crecimiento, expansinas, xiloglucano
endotransglicosilasa, p -cetoacil- Coa sintasa, acido graso-CoA reductasa, transportador
ABC.
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CHAPTER Il. EFFECT OF THE APPLICATION OF GIBBERELLIC ACID ON
SWEET CHERRY CRACKING AND THE EXPRESSION OF RELATED GENES

ABSTRACT

Chile is one of the largest producers and exporters of cherries in the southern hemisphere,
presenting a planted area of 20.591 ha, with a value of USD 450 million in exports during
the 2014-2015 season, placing exportation of cherries as the third largest generator of value
in fruit exports. One of the major problems associated with the production corresponds to
fruit cracking which is mainly caused by rain fall during preharvest, but also it is
determined by a genetic component as well as the development of fruit. In this regard, there
are several practices used to reduce it, including the application of gibberellic acid (GA3),
which is commonly used in the cherry orchards to delay harvest time and increase firmness,
showing also effects on the decrease of cracking. Several mechanisms have been studied
that could be related to cracking, like the composition of the cuticular membrane,
particularly a higher concentration of alkanes, and the modification of the cell wall, due to
the fact that changes in the structure increased susceptibility to this problem. We worked on
the hypothesis that treatment with GAgs, applied in two stages of development, reduces the
incidence of cracking, altering the expression of genes involved in the wax/cuticle
biosynthetic pathway and cell wall modification. Varieties with different susceptibility
(‘Kordia’, ‘Regina’ y ‘Lapins’) were evaluated for quality parameters, cracking in vitro as
well as in the field, and the expression of genes involved in the wax/cuticle biosynthetic
pathway (CER6, CER4 and ABC transporter) and in cell wall modification (Expansin and
XET6). Analyzed were performed after 15 and 30 days after application of GA3. Three
sweet cherry varieties with different tolerance to cracking were used: Kordia, Regina and
Lapins. Four doses of GAsz (0; 10; 20 and 30 mg L™) were applied at two developmental
stages (translucent green and straw-yellow). GA3 applications reduced cracking by 6% in
‘Lapins’, 7% in 'Regina’ and 15% in 'Kordia'. Additionally, GA3 applications increased the
expression of CER4, EXP-A2 and XET-6 in 'Lapins' contrary to what happened in ' Kordia ".
However, no major transcriptional changes were observed for PaKCS6 and ABC-2 in any
of the used varieties. Based in our analysis we can conclude that GA3 applications reduced
the incidence of cracking and also trigger a change in the expression of genes related with
cell wall modification and wax/cuticle biosynthetic pathway.

Key words: Prunus avium L., growth regulator, expansin, xyloglucan
endotransglucosylase, B-ketoacyl-CoA synthase, fatty acyl-coenzyme A, ABC transporter.
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INTRODUCCION

Existe un problema mayor en el proceso productivo de las cerezas, que corresponde a la
partidura, generada principalmente por las precipitaciones durante el periodo de
precosecha, siendo uno de los inconvenientes mas relevante en la produccién de cerezas
tardias en el sur de Chile (Christensen, 1996; Looney, 1996; Sekse, 1998; Simon, 2006).
Otros factores, como la variedad, portainjerto, tamafio y forma del fruto, potencial osmético
de la misma, caracteristicas de la cuticula y el manejo de riego también inciden en este
fendmeno. (Simon, 2006; Balbotin et al., 2013; Khadivi-Khub, 2015).

El dafio que produce la partidura afecta directamente la calidad de la fruta, los cuales
pueden llegar incluso al 90% de la produccion en variedades méas susceptibles (Christensen,
1996; Yildirim y Koyuncu, 2010). Por otro lado, el fruto se transforma en un hospedero en
donde se desarrollan diversos patogenos, entre los que destacan hongos como Botrytis
(Christensen, 1996; Borve et al., 1998), acentuando el deterioro de la fruta.

Para disminuir la incidencia de partidura, se utilizan diversas practicas, que se clasifican de
acuerdo al modo de accidn, y que, segin Balbontin et al. (2013), se dividen en tres grupos:
las que se enfocan en la reduccién de la humectacion de la fruta en la etapa final de la
madurez; las que reducen el potencial osmotico de la fruta durante la ocurrencia de lluvia; y
las que previenen mediante la utilizacion de cubiertas de plastico o polietileno.
Actualmente, la mejor alternativa para disminuir la partidura es el uso de cubiertas plasticas
o0 de polietileno junto con el uso de variedades tolerantes. Sin embargo, la implementacién
de este método de control implica altos costos para los productores (Podesta et al., 2001;
Yildrim y Koyuncu, 2010; Wang y Long, 2015; Kafkaletou et al., 2015).

Por otra parte, una practica comun, realizada en diversos huertos de cerezos del mundo,
corresponde al uso de acido giberélico (GA3), el cual se utiliza principalmente para retrasar
la produccion, permitiendo cosechas tardias (Christensen, 1996; Podesta et al., 2001,
Horvitz et al., 2003; Yildirim y Koyuncu, 2010). También mejoran la calidad del fruto, al
aumentar la firmeza y la concentracion de solidos solubles (Choi et al., 2002; Cline y
Trought, 2007; Canli y Orhan, 2009; Yildirim y Koyuncu, 2010), asi como el peso y el
diametro ecuatorial del fruto (Horvitz et al., 2003; Cline y Trought, 2007; Canli y Orhan,
2009; Yildirim y Koyuncu, 2010), sefialando, ademas, efectos sobre la disminucién de la
partidura (Looney, 1996; Yildirim y Koyuncu, 2010).

La partidura es un fenémeno complejo, donde intervienen diversos factores (Christensen,
1996). Si bien todavia no se ha descubierto la causa principal de este problema, se han
incorporado a su estudio el uso de herramientas moleculares, las cuales se han enfocado en
analizar principalmente los mecanismos relacionados con la composicién de la membrana
cuticular y la modificacion de la pared celular (Balbontin et al., 2013).

En relacion a la membrana cuticular, la composicion de esta estructura ha sido propuesta
como uno de los factores que puede influenciar en el desarrollo de la partidura en los frutos
(Balbontin el al., 2013). En especies como manzanas y tomates, que poseen una sintesis
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continua de componentes de la membrana cuticular, se observd baja incidencia de
partidura. En cambio, en cerezas, cuando los frutos se encuentran en activo crecimiento, se
produce una disminucion en la deposicion de componentes de la membrana cuticular,
aumentando asi la susceptibilidad a la partidura (Peschel y Knoche, 2005), por lo que la
composicion de la cuticula estaria influyendo directamente sobre esta problematica. Otro
factor que se ha relacionado con la partidura corresponde a la modificacion de la pared
celular durante el desarrollo del fruto, en donde enzimas relacionadas con este proceso
contribuyen a la degradacion y extension de la pared celular, jugando un papel sobre la
susceptibilidad a la partidura entre distintas variedades (Brummell y Harpster, 2001).

Por esta razon, en el presente estudio, se realizaron investigaciones en la zona de Angol
para determinar el efecto del GAs en distintas concentraciones y épocas de aplicacion,
sobre la partidura y expresion de genes relacionado con este fenomeno, utilizando las
variedades Regina, Kordia (baja susceptibilidad a la partidura) y Lapins (susceptibilidad
intermedia).

Hipotesis

La aplicacion de &cido giberélico (GAs), durante el desarrollo de cerezas en las variedades
Kordia, Regina y Lapins, reduce la susceptibilidad a la partidura del fruto, aumentando la
expresion de genes relacionados con la biosintesis de la membrana cuticular y la
modificacion de la pared celular.

Objetivos

Objetivo General

Determinar los efectos en la susceptibilidad a la partidura y expresion diferencial de genes
en frutos de cerezo, que produce la aplicacion de acido giberélico (GA3) en distintas
concentraciones y en dos estados de desarrollo del fruto.

Objetivos especificos

1) Determinar los efectos del GAs, en distintas concentraciones y épocas de aplicacion,
sobre la reduccion en la partidura, en variedades con distintos niveles de susceptibilidad al
dafo.

2) Determinar y cuantificar la expresion de genes involucrados en la biosintesis de la
membrana cuticular y la modificacién de la pared celular, inducidos por la aplicacion de
GAg;en distintas concentraciones.
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MATERIALES Y METODO

Ubicacién de estudio

El ensayo se realizé en el huerto comercial de cerezos Maurelia Oriente de Inversiones
Agricola Buenos Aires S.A. (37°48°12,01°°S; 72°39°07.87°°0), en Angol, Region de la
Araucania, Chile.

Material biologico

Se utilizaron arboles de cerezos de las variedades Kordia, Regina y Lapins, injertados sobre
el portainjerto F/12-1, plantados entre los afios 2001-2002, con un marco de plantacion de 3
X 5 m, conducidos en eje central. En el huerto se emple6é una malla blanca reflectora en la
entrehilera (Extenday™, Estados Unidos), con el objetivo de mejorar la iluminacién y por
ende el color de la fruta.

Tratamientos y disefio experimental

Se implementaron ensayos independientes para cada variedad, estableciéndose 8
tratamientos en cada uno (Cuadro 1). Estos consistieron en la combinacion de dos épocas
de aplicacion segun el estado de desarrollo verde traslicido (13; 15 y 20 de noviembre del
2013, para ‘Lapins’, ‘Kordia’ y ‘Regina’, respectivamente) y amarillo pajizo (20; 21 y 27
de noviembre del 2013, para ‘Lapins’, ‘Kordia’ y ‘Regina’, respectivamente), con cuatro
concentraciones de acido giberélico (0; 10; 20 y 30 mg L™). El producto utilizado como
fuente de GA; fue ProGibb® (40% SG, Valent BioSciences Chile S.A., Estados Unidos).

Cuadro 1. Concentracion y épocas de aplicacion de acido giberélico

Tratamientos Concentracion de GA; Estado de desarrollo
(mg L™

Controlg.vy* 0 Verde traslicido

Control(g-ap) 0 Amarillo pajizo
GA@10-w) 10 Verde traslicido
GA(10-ap) 10 Amarillo pajizo
GA20-w) 20 Verde traslicido
GA20-ap) 20 Amarillo pajizo
GAz0-w) 30 Verde traslicido
GA@30-ap) 30 Amarillo pajizo

! Entre paréntesis se indica la concentracion y la época de aplicacion de GAs; vt=verde
traslucido, ap=amarillo pajizo.
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La aplicacion se realizd6 mediante una pulverizadora de espalda (modelo Port 423, Solo,
Alemania) con capacidad de 12 L. El volumen de mojamiento aproximado fue el
equivalente a 1500 L/ha (2,25 L/arbol).

Para ello se establecié un disefio en bloques completamente aleatorizados, con estructura
factorial de tratamientos 2 x 4, siendo el primer factor las dos épocas de aplicacion y el
segundo, las cuatro concentraciones de GA3. Cada tratamiento cont6 con 5 repeticiones, en
donde la unidad experimental fue un arbol. El criterio de bloqueo fue la hilera de plantacion
y los arboles fueron seleccionados por tamafio y vigor similar, junto con un buen estado
fitosanitario.

Evaluaciones

A partir de 92 dias después de plena flor, y cada 18 dias, se colectaron cinco yemas basales
por arbol de los brotes de la temporada, hasta observar la diferenciacion de los 6rganos
florales. A su vez, se colectaron muestras de 5 frutos de forma aleatoria por unidad
experimental, 15 y 30 dias después de aplicacion, para evaluar la expresion génica.

En cada variedad se realizaron 2 cosechas parciales, considerando como el indice de
cosecha al color del fruto, siendo la tonalidad caoba para ‘Lapins’ y caoba oscuro para
‘Kordia’ y ‘Regina’, segun tabla de color y calibre de cerezas (Pontificia Universidad
Catolica de Chile, Chile). En la primera cosecha (14; 16 y 21 de diciembre del 2013, para
‘Lapins’, ‘Kordia’ y ‘Regina’, respectivamente) se colectd una muestra de 120 frutos por
unidad experimental, para evaluar la calidad de la fruta a cosecha, partidura y diametro
ecuatorial. En la segunda cosecha (22 y 26 de diciembre del 2013, para ‘Lapins’-‘Kordia’ y
‘Regina’, respectivamente) se colectaron 50 frutos por unidad experimental, en donde sélo
se evalud la calidad de la fruta a cosecha.

Calidad de la fruta a cosecha

En madurez del total de los frutos extraidos, se seleccionaron muestras de 25 frutos, sin
defectos, de calibre medio 26 a 30 mm, mediante la utilizacién de un calibrador de
alveolos.

Se evalud la calidad de acuerdo a las siguientes variables; firmeza, se determind mediante
la resistencia a la deformacion, con un equipo Durofel (modelo DFT 100, Agro-
Technologie, Francia), en donde los resultados se expresaron en escala 0 a 100, donde 0
indica ausencia de resistencia y 100, sin deformacion; masa de los frutos con pedunculo, se
evalué con una balanza digital (modelo TX2202L, Shimadzu, Japon) y los valores se
expresaron en gramos; concentracion de solidos solubles, se evalu6 mediante un
refractometro digital termocompensado (modelo PAL, Atago, Japon), expresando los
resultados en grados Brix; acidez titulable se determino con un pH-metro (modelo HI 2221,
HANNA®, Italia), mediante la titulacion de 5 mL de jugo con NaOH 0,1 N hasta la
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neutralizacion de los acidos, a pH 8,2-8,3, y los resultados se expresaron como porcentaje
de acido malico, segun la metodologia de Podesta et al. (2001).

Partidura

Se evalud la partidura en campo, recolectando una muestra de 50 frutos por unidad
experimental, en madurez de cosecha, escogidos aleatoriamente de la parte media y
periférica de la copa, contabilizando los frutos con fisuras en la epidermis. Ademas, a cada
fruto se le midio el diametro con un calibrador de alvéolos.

Adicionalmente, se determing la partidura inducida, en una muestra 30 frutos por arbol, sin
defectos, de calibre medio y con coloracion correspondiente a la madurez del fruto. Para
determinar la partidura se utilizé el método de Christensen (1996) modificado para 30
frutos, sumergiendo los frutos en 2 L de agua desmineralizada a una temperatura constante,
14-16 °C y determinando el numero de frutos con partidura luego de 2; 4 y 6 h. Los valores
fueron expresados como porcentaje de frutos con partidura (FP) e indice de partidura
inducida.

Desarrollo reproductivo

Se realizd un seguimiento del estado reproductivo de las yemas, para lo cual se colectaron 5
yemas basales de brotes de la temporada por arbol, para determinar su condicion. La
extraccion se llevo a cabo en cuatro oportunidades durante la temporada 2014 (9 de enero,
27 de enero, 14 de febrero y 11 de marzo).

Una vez extraidas, las yemas se almacenaron en frascos en una solucion de alcohol al 70%.
Posteriormente, éstas fueron disectadas y se observaron con una lupa estereoscopica (Q-
106Z2T, Quimis, Estados Unidos). Su evolucion morfoanatomica se determind segin la
escala de estados de desarrollos utilizada por Engin y Unal (2007): ED 1, meristemo
redondeado y formacion primaria de las bracteas; ED 2, se distinguen los primordios
foliares de forma redondeada y alargada y se observan las bréacteas; ED 3, se distinguen los
primordios foliares y los primordios de sépalos ordenados en espiral; ED 4, diferenciacion
de los primordios de los pétalos y ED 5, todos los oOrganos florales diferenciados,
incluyendo sépalos, pétalos, estambres y pistilo. En este caso, los pétalos no pueden ser
vistos y los estambres y el pistilo estan completamente cubiertos por los sépalos.

Para el anélisis estadistico se cred6 un indice de diferenciacion de primordios florales
(IDPF), correspondiente a la media aritmética del estado de las yemas evaluadas (Aburto,
2012).

Expresion génica

Para el analisis de expresion génica se utilizaron dos variedades con grados contrastantes de
susceptibilidad a la partidura, ‘Kordia’, de baja susceptibilidad, y ‘Lapins’, de



23

susceptibilidad intermedia y las concentraciones utilizadas fueron 0; 10 y 30 mg L™. Por
cada unidad experimental, 15 dias después de las aplicaciones de GA3 y luego a cosecha, se
colectaron muestras de 5 frutos. Cada muestra fue congelada con nitrogeno liquido y
almacenada a -80 °C, para conservar y mantener la integridad del ARN. Luego, las
muestras congeladas se molieron para realizar la extraccion de ARN, segun el protocolo de
extraccion de ARN de frutos de Meisel et al. (2005). Estas posteriormente fueron
cuantificadas en el espectofotometro (EPOCH, Biotec, Estados Unidos) y, para ello, se uso
el programa GENb. Después, el ADNCc fue sintetizado a partir de 1 pg de ARN utilizando el
procedimiento de ADNCc, segun el protocolo RevertAid First Strand ADNc Synthesis Kit
(Thermo Scientific, Estados Unidos). Por ultimo, se realiz6 la cuantificacion de los genes
de interés mediante la utilizacion de una reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RT-gPCR). Se seleccionaron genes relacionados con la biosintesis de cera y aquellos que
modifican la estructura de la pared celular. Para ello se efectu6 un andlisis del
transcriptoma y se observo si estos presentaban expresion diferencial entre las variedades
utilizadas. Los genes relacionados con la biosintesis de cuticula escogidos para este estudio
fueron: p- cetoacil- Coa sintasa (PaKCS6); Acil-CoA graso reductasa (CER4) y
transportador ABC tipo-2 (ABC-2). Los genes escogidos para la modificacion de la pared
celular son: expansina-A3 (EXP-A3) y xiloglucano endotransglicosilasa 6 (XET-6), como se
observa en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Descripcion de genes de interés y secuencia de partidores utilizados para el RT-
gPCR.

S Partidores 1 Tamafo
Gen Descripcion PO >3’ Ta Amplicon
(OC) (pares de bases)
. . F AGGAAGAGCAACTGCTCCGA
PaKCS6 p-cetoacil-Coa sintasa R TCTGATGGCGATCGCAGGAG 58,6 90
CER4 Acil-CoA graso F TCTTCCCAAGGACCATTACG 60 101
reductasa R GTGTCTGGCAGATTGCCTTT
ABC-2 Tranqurtador ABC F GGTTTGAGAAGTTGGAGGGA 56 6
tipo 2 R CTTCCGTGCTCTTTCATCGC ’ 119
XET-6 Xiloglucano F TCTGCATCAACTAGCAACGC 563 191
endotransglicosilasa6 R TCGCTTAGTGTCAGTGCAGT '
EXP-A3  Expansinas-like-A3 F TCACCAAGAACCGGAACTGT 56,4 96

R GATGTTGCTCAGGTCGGTTC

! Ta= temperatura de amplificacion.

Las reacciones de amplificacion se realizaron utilizando el protocolo Fast EvaGreen®
gPCR Master Mix (Biotium, Estados Unidos), que amplifica y cuantifica los genes
simultaneamente. Para ello se empled una mezcla con un ‘Master Mix’, los partidores del
gen y agua DEPc. Luego, en una placa (Eco, lllumina; Estados Unidos), se deposito la
mezcla con 9 ul y se agregé 1 ul de ADNc. Cada reaccion se hizo por triplicado y un
control negativo de agua se incluyo en cada ejecucion. La amplificacion se llevo a cabo
mediante un termociclador (Eco, Illumina; Estados Unidos).
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Las condiciones de RT-gPCR fueron las siguientes: primer ciclo 95 °C durante 2 min;
luego 40 ciclos de 95 °C por 10s; después una curva de fusion de 95 °C durante 15 s; a
continuacion un ciclo de 55 °C por 15 sy, por ultimo, uno de 95 °C durante 15 s. El
programa utilizado para el andlisis del RT-gPCR fue el Eco Real-Time PCR System
version 3.0.16.0 (Illumina, 2015).

De acuerdo a analisis bioinformaticos realizados en el laboratorio de genémica funcional y
bioinformatica, se encontr6 como gen de referencia a Homeobox protein 54, que permite
normalizar la expresion de los transcritos, ya que bajo las condiciones utilizadas mostraba
poca variacion en su expresion.

Ademas, se realiz6 una comparacion de la expresion de PaKCS6 y CER4 entre variedades
de distintas zonas geograficas. Por un lado, ‘Kordia’, ‘Lapins’ y ‘Bing’ de la VII region
(Curico) y por otro, ‘Kordia’ y ‘Lapins’ de la IX region (Angol). Para ello, se evaluo la
expresion génica en dos estados de desarrollo del fruto (amarillo pajizo y madurez de
cosecha).

Analisis estadistico

Se realizaron analisis mediante modelos lineales mixtos, que incluy6 efectos aleatorios,
utilizando el programa R de Infostat (p<0,05). La época, la concentracion y la interaccion
entre estos factores se consideraron como efectos fijos, mientras que el bloque se trat6
como efecto aleatorio. Cuando se detectd interaccion, se analizaron las diferencias entre 1os
niveles de cada factor para cada uno de los niveles del otro factor. Para separar promedios,
se utilizo la prueba de LSD de Fisher (a<0,05).

Para el estudio de las variables de calidad, como firmeza, sélidos solubles y masa, se utiliz6
el bloque y la fecha de cosecha de los frutos como efecto aleatorio. Mientras que, para el
analisis de la partidura en campo, se emple6 como covariable el tamafio de los frutos. Para
la evaluacion del tiempo de inmersion en la partidura inducida, se realizé un andlisis de
medidas repetidas en el tiempo, mediante el uso de modelos lineales generalizados mixtos,
en donde la concentracion y el tiempo se consideraron como efectos fijos, mientras que, el
blogue se utilizé como efecto aleatorio.

Con el proposito de realizar un andlisis exploratorio entre las variables a madurez, se
realiz6 un analisis de componentes principales (ACP). Las variables fueron la masa del
fruto, firmeza, didmetro ecuatorial, s6lidos solubles, acidez del fruto y partidura inducida y
el criterio de observacién fue el tratamiento aplicado.

Para todos ellos, se utilizé el programa estadistico Infostat versién 2013 (Di Rienzo et al.,
2013). Como complemento del analisis de comparaciones multiples, se empleo el software
estadistico DSAASTAT de excel version 1.0192 (Onofri, 2007).
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RESULTADOS

‘Lapins’

Calidad de la fruta a cosecha

Las aplicaciones de GA; produjeron aumentos notorios de la firmeza y la concentracion de
solidos solubles. Con respecto a la época, ésta no mostré un efecto claro y, en relacion a la
concentracién, se observaron cambios mas significativos con 30 mg L™ de GAa.

En la evaluacion de la firmeza se observo interaccion (Figura 1A), en donde se vio que el
acido giberélico (GA3), en todas sus concentraciones y aplicados en los dos estados de
desarrollo, aumenta la firmeza. Destacando todos los tratamientos con GAj realizados en el
estado verde traslicido y 30 mg L™ de GA; en amarillo pajizo, los cuales producen un
aumento en 5 unidades durofel (UD) aproximadamente en comparacién al control

Con respecto a la concentracién de solidos solubles (Figura 1B), no se observo interaccion
ni diferencias debido a la época de aplicacion. Sin embargo, se observo que todas las
concentraciones de GA; produjeron un incremento de esta variable, destacandose 30 mg L™
de GAgs, el cual aument6 en 1,59 °Brix por sobre el control.

En relacion a la masa de los frutos (Figura 1C), no hubo un efecto claro sobre la masa, ya
que mostré una respuesta variable, en donde, la aplicacion en el estado verde traslicido con
20 mg L™ de GA; presentd una disminucién de 1 g. En cambio, los demas tratamientos con
GA; no mostraron diferencias estadisticamente significativas con los testigos, lo que indica
que no se observo un efecto del GA3 sobre la masa.

Al analizar la acidez de los frutos (Figura 2), se detectaron diferencias significativas debido
a la concentracion de GAs, en la cual todos los tratamientos, independiente de la época de
aplicacion, indujeron en promedio un incremento de 0,138% de acidez por sobre el testigo.
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Figura 1. Efecto de las aplicaciones de acido giberélico (GA3) sobre la firmeza (A);
concentracion de solidos solubles (B) y la masa (C) en los frutos de ‘Lapins’. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (LSD Fisher,
p=0,05).
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Figura 2. Efecto de las distintas concentraciones de acido giberélico (GA3) sobre la acidez

titulable (% de acido malico) de los frutos, en ‘Lapins’. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (LSD Fisher, p=0,05).

Diametro de frutos

En cuanto al porcentaje de distribucion de los frutos (Figura 3), no hubo interaccién en
ninguna de las evaluaciones realizadas. Al examinar los frutos menores a 22 mm de
diametro, se observaron diferencias estadisticamente significativas debido a la
concentracion (p<0,0001), pues los tratamientos con GA3 no presentaron frutos con este
diametro, a diferencia del testigo que muestra un 2,8% de frutos. En cuanto a la categoria
22-24; 24-26; 26-28 y >28 mm de diametro, no se observaron diferencias estadisticas por la
concentracion ni por la época de aplicacion (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de distintas concentraciones de acido giberélico (GAs) sobre la
distribucion porcentual de frutos por calibre, en ‘Lapins’. * Letras distintas para un calibre
indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segin prueba de LSD
Fisher (p=0,05).  ns: Diferencias no significativas (p>0,05).

Cabe destacar que, en general, los tratamientos con GAz mostraron un aumento en el
porcentaje de frutos de mayor diametro (>26 mm), a diferencia del control que presenté un
mayor porcentaje con diametros <22 mm, lo que sugiere que hubo un desplazamiento hacia
mayores tamafios con los tratamientos de GAgs, llegando a cosecha con un incremento de
frutos de mayor calibre (Figura 3).

Partidura de frutos

En relacion al indice de partidura (Figura 4A), no hubo interaccién entre los distintos
factores, pero si por efecto de la concentracion se observaron diferencias significativas, en
el cual los tratamientos con GAj3 presentaron alrededor de un 32% menos de fruta partida
con respecto al control (IP=19,13). Al examinar la época de aplicacion, no se detectaron
diferencias estadisticas entre los niveles de ese factor.
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Cuando se analizé la partidura en campo, ésta no presento interaccion (p=0,2242), ni
diferencias estadisticas por ninguno de los factores estudiados.
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Figura 4. Efecto de distintas concentraciones de acido giberélico (GAs) en los frutos de
‘Lapins’. (A) Indice de partidura y (B) porcentaje de fruta partida. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segin prueba de LSD Fisher
(p=0,05).

Al analizar el tiempo de inmersion, no hubo interaccion (tiempo * concentracion) ni
diferencias por la concentracién, aunque los tratamientos con GAj; exhibieron una
disminucion en la fruta partida de un 6% respecto del control (Figura 4B). Por otra parte,
cuando se evalud el porcentaje de partidura en el tiempo, si se vieron diferencias
significativas, mostrando un incremento del porcentaje de frutos partidos a medida que
aumentaba el tiempo de inmersion, ya que se produjo un alza de un 35% después de 6 horas
de sumergir la fruta en agua (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de fruta partida luego de 2; 4y 6 h, en ‘Lapins’. Letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun prueba de LSD Fisher
(p=0,05).

Con respecto al lugar de partidura, no se distinguié interaccién entre los factores ni
diferencias debido a la época de aplicacion, en ninguna de las zonas observadas. Sin
embargo, si se detectaron diferencias significativas debido a la concentracion en la zona
peduncular, donde 0 y 10 mg L™ de GA; presentaron un 13% més de frutos partidos que 30
mg L™ de GA;. Ademas, se observé una disminucién en la incidencia de este problema a
medida que aumentd la concentracion de GA; (Figura 6). En cuanto a la partidura estilar y
en las mejillas, no hubo diferencias debido a ninguno de los factores evaluados (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de distintas concentraciones de acido giberélico (GA3) sobre la zona de
partidura en los frutos de ‘Lapins’. * Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos, segiin prueba de LSD Fisher (p=0,05). % ns: Diferencias no
significativas (p>0,05).
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Desarrollo reproductivo

El indice de diferenciacion de primordios foliares (IDPF) en la variedad Lapins no presento
interaccion entre los factores en ninguna de las fechas evaluadas. Sin embargo, en la
primera fecha (09 de enero del 2014) exhibio diferencias significativas debido a la
concentracion (p=0,0081), presentando valores entre 1,18 y 1,40 (Figura 7). Los valores
indican, por una parte, que la yema se encontraba en transicion del meristemo redondeado y
la formacién primaria de las bracteas (ED 1) y, por otra, en la distincién de primordios
foliares de forma redondeada y alargada (ED 2). Ademas, los resultados indicaron que los
tratamientos de GAs tienen una menor diferenciacion que el control.

Indice de diferenciacion de
primordios foliares (1-5)
w

1 .
9 de enero 27 de enero 14 de febrero 4 de marzo
— @ 0mgLY g 40, 4,42 2 4,99 a 5
O 10mgL~ 118b 418b 4,96 a 5
—v¥— 20mgL" 1,20b 394c 4,86 b 5
—A— 30mgLt 1,24 b 3,88 ¢ 4,74 ¢ 5

Figura 7. Efecto de distintas concentraciones de acido giberélico (GA3s) sobre el indice de
diferenciacion de primordios florales, en ‘Lapins’. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos, segin prueba de LSD Fisher (p=0,05).

Para la segunda fecha (27 de enero del 2014), al igual que en la evaluacidn anterior, se
observaron diferencias significativas por la concentracion de GA; (p<0,0001),
manifestando un retraso en el IDPF con la aplicacién de este regulador de crecimiento, en
donde se acentud el efecto con 30 mg L™ de GA; (Figura 7). Al observar las yemas, se
vieron cambios morfologicos en la formacion floral, en donde se comenzé a distinguir los
primordios foliares y los primordios de los sepalos ordenados en espiral (ED 3). La
evaluacion realizada el 14 de febrero del 2014, siguié la misma tendencia anterior,
mostrando diferencias significativas por la concentracion de GAs; (p<0,0001), en donde
s6lo 20 y 30 mg L™ de GA; se distinguieron del control, presentando un menor desarrollo
de las yemas (Figura 7). Adicionalmente, en este analisis se detecto la diferenciacion de los
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primordios foliares (ED 4). En cambio, en la recoleccion del 4 de marzo del 2014, todas las
yemas de los distintos tratamientos presentaron el ultimo estado evaluado, en el cual los
organos florales se encontraban completamente diferenciados, incluyendo sépalos, pétalos,
estambres y el pistilo (ED 5).

En ninguna de las fechas evaluadas, se observaron diferencias estadisticamente
significativas debido a la época de aplicacion.

‘Regina’

Calidad de la fruta a cosecha

Los tratamientos con GA3 aumentaron de manera significativa la firmeza y concentracion
de sélidos solubles. Con respecto a la concentracion, se observé que 20 mg L™ de GA;
produjeron los cambios mas significativos, mientras que la época de aplicacién, no mostro
un efecto consistente en las evaluaciones de calidad.

Al analizar la firmeza, se observo interaccion entre los tratamientos con GAs, en donde las
aplicaciones efectuadas en el estado verde trasltcido, con todas las concentraciones
aumentaron la firmeza del fruto en 8 UD, de manera mas consistente que los resultados
exhibidos en el estado amarillo pajizo, ya que s6lo 10 y 30 mg L™ aumentan la firmeza, en
cambio, con 20 mg L™ de GA; no se ven cambios con respecto al control (Figura 8A).

En relacion a la concentracion de solidos solubles, no se presentd interaccion significativa
entre los factores ni diferencias significativas por la época de aplicacion, pero si por la
concentracion de GAgs, donde todos los tratamientos con este fitorregulador aumentaron la
concentracion de sélidos solubles. GA; a concentraciones de 10 y 30 mg L™ provocaron
aumentos de 0,93 y 0,89 °Brix, respectivamente, en comparacién al control. Sin embargo,
20 mg L™ de GA; mostr6 el mayor efecto, pues su incremento llegé a 1,49 °Brix (Figura
8B).

Ahora bien, al analizar la masa del fruto (Figura 8C), se vio que aplicaciones de GA3 con
10 y 20 mg L™ de GAs realizadas en el estado verde traslicido mostraron un incremento de
0,64 y 0,81 g por sobre el control, a diferencia de los tratamientos realizados en el estado
amarillo pajizo, que no producen cambios en relacion al control (Figura 8C). Cabe destacar
que el GAg3, a pesar de modificar esta variable, no generé cambios considerables, ya que
todas las variaciones fueron menoresa 1 g.
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Figura 8. Efecto de la aplicacion de &cido giberélico (GAs3) sobre la firmeza (A);
concentracion de sélidos solubles (B) y masa (C) en los frutos de ‘Regina’. Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (LSD Fisher,
p=0,05).




34

Al analizar la acidez titulable (Cuadro 6, Apéndice 1V), no hubo interaccion (p=0,9743), ni
diferencias estadisticamente significativas debido a ninguno los factores (concentracion y
época de aplicacion).

Diametro de frutos

En relacion a la distribucion de los calibres, con las aplicaciones de GA3; no se detectd
interaccion significativa entre los factores (concentracion y época de aplicacién) en ninguna
categoria. Sin embargo, entre 22-24 mm de didmetro (Figura 9), se observaron diferencias
por la concentracion (p=0,0460), en donde el control present6 la mayor cantidad de frutos,
un 12,2% més que 10 mg L™ de GAs y 16,8% mas que 20 y 30 mg L™ de GAs; por la época
de aplicacion, no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,4394). Al
evaluar 24-26 mm de diametro, se detectaron diferencias estadisticamente significativas por
la concentracién (p=0,0017), mostrando mayor porcentaje de frutos con 0 y 10 mg L™ de
GA; a diferencia de 20 y 30 mg L™ de GA; que presentaron un 9,9 y 16,6% menos de frutos
que el control (Figura 9); no se observaron cambios significativos por la época de
aplicacion (p=0,8598).
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Figura 9. Efecto de distintas concentraciones de &cido giberélico (GA3) sobre la
distribucion porcentual de frutos por calibre, en ‘Regina’. Letras distintas para un calibre
indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun prueba de LSD
Fisher (p=0,05). % ns: Diferencias no significativas (p>0,05).

En lo que respecta a 26-28 mm de diametro, de igual modo se vieron diferencias entre los
distintos niveles de la concentracién (p<0,0001), en donde 20 y 30 mg L™ de GA; se
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diferenciaron estadisticamente del testigo y 10 mg L™ de GAs, mostrando un 20 y 29,8%
mas frutos comparado con el control (Figura 9); en cuanto a la época de aplicacion, ésta no
present0 diferencias significativas (p=0,3866). Para frutos con un didmetro >28 mm, la
concentracion gener0 diferencias significativas (p=0,0072), en donde la aplicacion de 20 y
30 mg L™ de GA; presentaron un 4,6 y 5,6% de frutos a diferencia de 0y 10 mg L™ de GA;
que no tenian frutos con ese didmetro (Figura 9); por la época de aplicacién no hubo
diferencias significativas (p=0,5074).

Por lo tanto, se puede sefialar que 20 y 30 mg L™ de GA; aumentaron el porcentaje de
frutos con un didmetro >26 mm, que correspondieron a mayores calibres. En cambio, 0 y
10 mg L™ de GA; presentaron una mayor cantidad de frutos con un didmetro <26 mm
(Figura 9), por lo que el uso de este fitorregulador beneficio el crecimiento del fruto y el
efecto se hizo mas patente a medida que se incrementd la concentracion.

Partidura

Por otra parte, cuando se realiz6 el anélisis para la partidura no se encontrd interaccion
entre los factores en ninguna de las evaluaciones.
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Figura 10. Efecto de distintas concentraciones de acido giberélico (GAs3) en los frutos de
‘Regina’. (A) Indice de partidura y (B) porcentaje de fruta partida. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun prueba de LSD Fisher
(p=0,05)
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En cuanto al indice de partidura, se observo diferencias significativas debido a la
concentracion, en donde los tratamientos con GAj; disminuyeron aproximadamente un
45,8% de fruta en relacion al testigo (IP=14,67), demostrando un efecto consistente de este
fitorregulador sobre la reduccion en la incidencia de la partidura (Figura 10A); en relacién a
la época de aplicacion no hubo variaciones significativas.
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Figura 11. Porcentaje de fruta partida luego de 2; 4 y 6 h, en ‘Regina’. Letras distintas

indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segin prueba de LSD
Fisher (p=0,05).

Al examinar la partidura en campo, no hubo interaccion (p=0,7333), ni diferencias debido a
la concentracion (p=0,1380). Sin embargo, se observaron variaciones significativas por la
época de aplicacion (p<0,0112), en donde los tratamientos realizados en el estado de
desarrollo verde traslicido indujeron un 2,4% mas de frutos partidos que cuando se
asperjaron en el estado amarillo pajizo (Cuadro 1, Apéndice I). Por otro lado, al evaluar el
efecto de la covariable tamafio de los frutos, no se manifestd diferencias significativas
(p=0,0770).

Cuando se analiz6 el porcentaje de frutos versus el tiempo de inmersion, no se vio
interaccion entre los factores, pero al evaluar la concentracion, se observé una menor
incidencia a la partidura al emplear GA3, ya que se produjo un 6% menos que el control
(Figura 10B). Con respecto al tiempo, también se observaron diferencias significativas,
mostrando un mayor porcentaje de fruta partida a medida que aumentaba el tiempo de
inmersion, ya que a las 2 horas se produjo un 2% de fruta con este problema, para luego de
4 horas incrementar un 18% (Figura 11).
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Figura 12. Efecto de distintas concentraciones de acido giberélico (GAs) sobre la zona de
partidura en los frutos de ‘Regina’. ! Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos, segin prueba de LSD Fisher (p=0,05). * ns: Diferencias no
significativas (p>0,05).

En la partidura peduncular (Figura 12), no se vieron diferencias significativas debido a la
concentracion. La fisura en las zona de las mejillas (Figura 12) presentd cambios
significativos por la concentracion, en donde 30 mg L™ de GA; presentd un 3,67% menos
de frutos partidos en esa region con respecto al control. Por otra parte, en la zona estilar
(Figura 12), no se observaron variaciones significativas por la concentracion. En ninguna
de las evaluaciones anteriores, se presentaron diferencias significativas debido a la
interaccion o la época de aplicacion.

Desarrollo reproductivo

En ‘Regina’ no se presentd interaccion entre factores para ninguna de las fechas evaluadas.
Al estudiar los niveles de la concentracién de GA; para la primera fecha (9 de enero del
2014) (Figura 13), no hubo diferencias significativas por los factores observados; Las
yemas se encontraban en el estado donde comienzan a distinguirse los primordios foliares
de forma redondeada y alargada. Ademas, se logr6 observar las bracteas (ED 2). Para la
segunda evaluacion, 27 de enero del 2014, se observaron diferencias significativas por la
concentracion de GA; (p=0,0002), en donde sélo 30 mg L™ de GA; se diferenci6 del
control, manifestando un menor desarrollo reproductivo que los demas tratamientos (Figura
13). Al observar las yemas se vieron cambios morfoldgicos, correspondientes al estado de
desarrollo 3.
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primordios foliares (1-5)
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Figura 13. Efecto de distintas concentraciones de acido giberélico (GAs) sobre el indice de
diferenciacion de primordios florales, en ‘Regina’. * Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos, segin prueba de LSD Fisher (p=0,05). * ns:
Diferencias no significativas (p>0,05).

En la tercera evaluacion de yemas (14 de febrero), se observaron diferencias por la
concentracién de GA; (p<0,0001), donde las aplicaciones con 20 y 30 mg L™ de GA;
mostraron una menor diferenciacion floral de las yemas que en el control. Por otro lado, se
presentd un mayor efecto a medida que se elevd la concentracion del regulador de
crecimiento (Figura 13). Al examinar las yemas, se vio la diferenciacion de los primordios
foliares en general (ED 4). En la ultima extraccion de yemas el 04 de marzo del 2014, se
observo el estado més avanzado de diferenciacion floral ED 5, en todos los tratamientos.

Por otra parte, no se presentaron diferencias significativas debido a la época de aplicacion,
en ninguna de las fechas analizadas.
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‘Kordia’

Calidad de la fruta a cosecha

El uso de GA3 incremento la firmeza y la concentracion de sélidos solubles. Sin embargo,
no hubo efectos consistentes de la época de aplicacion y la concentracion, al analizar las
diferentes variables de calidad.

100-A

©
ol
1

90 A
85' b b

a
801 —$— —
75 -
70 A
65 A
p valor
60 - Epoca=0,1949

55 - Concentracion<0,0001
50 Interaccion=0,7480

25 1
24 -
23 A
22 -
21 -
20 A
19 A
18 A

Firmeza (unidades durofel)

p valor
17 A Epoca=0,1691

Solidos solubles (°Brix)

—-O— Verde traslucido
16 9| —— Amarillo pajizo
15

Concentracion<0,0001
Interaccion=0,0030

0 10 20 30
GA, (mg L™

Figura 14. Efecto de las aplicaciones de acido giberélico (GA3) sobre la firmeza (A) y la
concentracion de solidos solubles (B) en los frutos de ‘Kordia’. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (LSD Fisher, p=0,05).

Con respecto a la firmeza, no se observd interaccion significativa entre los factores en
estudio, pero si se encontraron diferencias estadisticamente significativas por la
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concentracién de GAs, en donde 30 mg L™ de GA; se destacd, ya que produjo un
incremento en 6 UD con respecto al testigo (Figura 14A); la época de aplicacién no mostrd
diferencias significativas.

En relacion a la concentracion de solidos solubles, se detectd interaccion entre los factores,
observando que todas las aplicaciones realizadas en el estado verde traslicido aumentaron
la concentracién de sélidos solubles, destacando 20 mg L™ de GA; que origind un
incremento de aproximadamente 2,5 °Brix con respecto al control; en el estado amarillo
pajizo, 10 y 30 mg L™ de GA; produjeron un incremento en la concentracién de sélidos
solubles en 2,21 y 1,9 °Brix en comparacion con el control (Figura 14B); no se detect6 un
efecto de la época de aplicacion.

En la masa de los frutos (Cuadro 6, Apendice V), no hubo interaccion ni diferencias
estadisticas significativas entre los factores (concentracion y época de aplicacion).

Al analizar la acidez titulable (Cuadro 6, Apéndice IV), no se vio interaccion, ni diferencias
estadisticas en la concentracion (p=0,4218) y en la época de aplicacion (p=0,6333).

Diametro de frutos

En lo relativo a la distribucion porcentual de los frutos por calibre, no se detect6 interaccion
significativa entre los factores en ninguna categoria de frutos. Adicionalmente, cuando se
analizé el efecto de la concentracion de GA;3 y la época de aplicacion en las categorias 24-
26 y 26-28 mm de didmetro, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas
(Figura 15). En cambio, cuando se evalud la concentracion en la categoria >28 mm de
diametro, se observaron diferencias significativas (p=0,0485), en donde los tratamientos
con GA; presentaron aproximadamente 10% mas de frutos que el control (Figura 15); en
cuanto a la época de aplicacion no hubo variacion (p=0,5074).

En general, los tratamientos con GAjs indujeron un mayor calibre y, en consecuencia,
incrementaron el nimero de frutos para exportacion (Figura 15). Por otra parte, se advirtié
que ‘Kordia’ es la variedad que mostré la mayor cantidad de frutos con calibres grandes.
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Figura 15. Efecto de distintas concentraciones de &cido giberélico (GA3z) sobre la
distribucién porcentual de frutos por calibre, en ‘Kordia’. * Letras distintas para un calibre
indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun prueba de LSD
Fisher (p=0,05).  ns: Diferencias no significativas (p>0,05).

Partidura

En relacion a la partidura, no se observo interaccion significativa por ninguna de las
variables evaluadas.

Cuando se examind el indice de partidura (Figura 16A), los distintos niveles de la
concentracién mostraron diferencias, pues con 20 mg L™ de GA; se produjo la menor
cantidad de fruta partida, con un 75,5%, mientras que 10 y 30 mg L™ de GA; presentaron,
en promedio, un 60,3% menos de partidura que el control (IP=23,40); por la época de
aplicacion no hubo variaciones significativas.

En relacién a la partidura en campo, la concentracion generd diferencias estadisticamente
significativa (p<0,0018), en el cual 10; 20 y 30 mg L™ de GAs presentaron un 4,4; 4,6 y
6,4% menos frutos partidos que el control; al analizar la época de aplicacion no se
encontraron diferencias significativas (p=0,2692) (Cuadro 1, Apéndice 1), asi como
tampoco debido a la covariable tamafio de fruto (p=0,1683).
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Figura 16. Efecto de distintas concentraciones de acido giberélico (GAs) en los frutos de
‘Kordia’. (A) Indice de partidura y (B) porcentaje de fruta partida. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segin prueba de LSD Fisher
(p=0,05).

Al analizar el porcentaje de fruta partida en el tiempo de inmersion, no se observd
interaccion entre los factores, pero si por la concentracion; se vio una menor incidencia a la
partidura con 10 y 30 mg L™ de GAs, que produjeron una disminucién de un 12% y 16%,
respectivamente, que el control (Figura 16B). Con el tiempo también se vieron diferencias
estadisticamente significativas, mostrando un incremento del porcentaje de partidura a
medida que aumento el tiempo de inmersion, siendo un 2% a las 2 horas, para llegar a un
28% a las 4 horas (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de fruta partida luego de 2; 4y 6 h, en ‘Kordia’. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun prueba de LSD Fisher
(p=0,05).

Con respecto al lugar de partidura, ningun analisis mostro interaccion entre los factores.
Cuando se estudio el efecto de la concentracion en la zona peduncular, se vieron diferencias
significativas, en donde el control presentd mayor incidencia en esa zona, en contraste con
los tratamientos con GA3z que mostraron aproximadamente un 22,3% de frutos menos que
el testigo (Figura 18); la época de aplicacion no mostro diferencias significativas.
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Figura 18. Efecto de distintas concentraciones de acido giberélico (GAs) sobre la zona de
partidura en los frutos de ‘Kordia’. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos, segun prueba de LSD Fisher (p=0,05).
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Al evaluar la zona de las mejillas, se observé que 0 y 20 mg L™ de GA; fueron mas
susceptible a la partidura, en oposicién a 10 y 30 mg L™ de GA; que presentaron un 13 y
11,34% menos de fruta partida que el control (Figura 18); la época de aplicacién no genero
diferencias significativas. Referente al anlisis de la zona estilar, ésta fue la que presento la
menor cantidad de fruta partida y no se detectaron diferencias debido a ningln factor
(Figura 18).

Desarrollo reproductivo

No se presento interaccion entre los factores ni efecto de la época de aplicacion, en ninguna
de las fechas evaluadas. Pero, al examinar la concentracion de GAgs, se detecto diferencias
significativas en las tres fechas de evaluacion sobre el IDPF (Figura 19) [9 de enero
(p=0,0006) ED 2, el 27 de enero (p<0,0001) ED 3 y 14 de febrero del 2014 (p=0,0010) ED
4]. Finalmente, el 4 de marzo, las yemas de los distintos tratamientos presentaron el estado
ED 5.

Indice de diferenciacion de
primordios foliares (1-5)
w

1 .
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Figura 19. Efecto de distintas concentraciones de acido giberélico (GAs) sobre el indice de
diferenciacion de primordios florales, en ‘Kordia'. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos, segin prueba de LSD Fisher (p=0,05).

Al analizar este proceso, se observé que el desarrollo floral fue menor con el uso de GA;3
(en todas sus concentraciones). Sin embargo, en la ultima fecha de evaluacion, todas se
encontraban en el mismo estado (Figuras 7; 13y 19).
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Expresion génica

Las diferencias de expresidon génica se realizaron con el objetivo de conocer el efecto del
GA; sobre los genes que podrian estar involucrados con la partidura y verificar la existencia
de correlacion entre el uso de GA3 con el aumento en la tolerancia a este problema. Para
ello, se evaluo los frutos tratados 15 y 30 dias después de aplicacion (DDA).

Al analizar la expresion de los genes, se consideré como un resultado significativo 2 0 mas

veces de cambio, ya que estudios consideran que a partir de 1,5 veces de cambio en su
expresion (p<0,005), un gen es regulado diferencialmente (Plavcova et al., 2013).

Genes relacionados con la biosintesis y transporte de componentes de la cuticula
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Figura 20. Nivel de expresion de PaKCS6 en frutos de ‘Lapins’ y ‘Kordia’, a 15 (A) y 30
(B) dias después de aplicacién de GA; en concentraciones de 0; 10 y 30 mg L™. Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun prueba de
LSD Fisher (p=0,05).

Al examinar la expresion del gen PaKCS6, asociado a la formacion de las ceras cuticulares,
15 dias después de aplicacion (DDA) en los frutos de ‘Kordia’, se observo que no existio
una variacion en la expresion de este, mostrando sélo un leve incremento de 0,9 veces con
30 mg L™ de GA; respecto al control, el cual no es significativo (Figura 20A). Mientras
que, en los frutos de ‘Lapins’ con 10 mg L™ de GA3 hubo una regulacion diferencial, ya
gue aumenté 6 veces con respecto al testigo (Figura 20A). Por otra parte, en frutos de
‘Kordia’ a los 30 DDA, no se observaron diferencias estadisticamente significativas (Figura
20B), lo que coincide con la evaluacion anterior (Figura 20A). En frutos de ‘Lapins’ se
observé que con 10 y 30 mg L™ de GA;z disminuyé 0,8 y 0,9 veces de cambio respecto al
control, por lo que el uso de GA3 produjo una represion o disminucién de la expresion del
gen (Figura 20B).
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Por lo tanto, no se vio una variacion en la expresion de PaKCS6 en los frutos de ‘Kordia’
con los tratamientos de GAs en ninguna de las épocas evaluadas. Mientras que, en los
frutos de ‘Lapins’ 10 mg L™ de GAz aumentaron la expresién 15 DDA.
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Figura 21. Nivel de expresion de CER4 en frutos de ‘Lapins’ y ‘Kordia’, a 15 (A) y 30 (B)
dias después de aplicacion de GA; en concentraciones de 0; 10 y 30 mg L™. Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun prueba de
LSD Fisher (p=0,05).

Otra enzima que participa en la biosintesis de ceras corresponde a la acil-CoA reductasa
(CER4), la cual es importante para la formacion de la cuticula, debido a que cataliza la
reduccion de los VLCFAs a alcoholes primarios (Rowland et al., 2006). Respecto de ella
(Figura 21A), los frutos de ‘Kordia’ con 10 y 30 mg L™ de GA; mostraron una represion en
la expresion de CER4 de 0,1 y 0,18 veces que el control. Algo similar se manifestd en los
frutos de ‘Lapins’, ya que se observd una represion o disminucién de 0,6 veces en la
expresion de este gen con el uso de GAs, a pesar de ello no existe una regulacion
diferencial del gen. Cuando se evaluaron los niveles de expresion 30 dias después de
aplicacion (Figura 21B), los resultados fueron totalmente opuestos. En frutos de ‘Kordia’
las aplicaciones de 10 y 30 mg L™ de GA; indujeron la disminucion o represion del gen 3 y
4 veces en relacién al control. En cambio, en frutos de ‘Lapins’ se observé que a medida
gue aumentd la concentracion, se produjo una mayor expresion de CER4. En donde 10 y 30
mg L™ de GA; indujeron una expresion diferencial, presentando 2,1 y 3 veces de cambio
mas que el control (Figura 21B).

Por ende, los resultados 15 dias después de haber aplicado los tratamientos, no indujeron
cambios en la expresion de este gen. Sin embargo, luego de 30 dias, se observo una
variacion en los patrones de expresion, mostrando un aumento en frutos de ‘Lapins’ y una
disminucion en frutos de ‘Kordia’.

Una vez que son producidos los compuestos que conforman la cuticula (cutinas y ceras),
éstos son transportados desde la membrana plasmatica a la cuticula por los transportadores
de membrana dependientes de ATP (ABC), los cuales son de gran importancia para la
exportacion y secrecion de cera (Yeats y Rose, 2013). Al evaluar ABC-2 en frutos de
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‘Kordia’ (Figura 22A), se observé una disminucién en la expresién con 10 y 30 mg L™ de
GA; de 9 y 7 veces en relacion al control, mostrando una fuerte represion por el uso de
GAs. Por otro lado, en frutos de ‘Lapins’ sélo con 30 mg L™ de GA; se produjo una
disminucion de 0,9 veces respecto al control, aunque este resultado no mostré una
regulacién diferencial. Mientras que, en frutos de ‘Kordia’ los niveles de expresion 30 dias
después de la aplicacion de GA; (Figura 22B), mostrd un comportamiento distinto, en
donde sélo 30 mg L™ de GA; ocasioné un aumento de 4 veces con respecto al testigo,
produciendo una regulacion diferencial. En cambio, en los frutos de ‘Lapins’ no hubo
alteraciones en la expresion entre los distintos tratamientos.
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Figura 22. Nivel de expresion del transportador ABC-2 en frutos de ‘Lapins’ y ‘Kordia’, a
15 (A) y 30 (B) dias después de aplicacion de GA3 en concentraciones de 0; 10 y 30 mg
L. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun
prueba de LSD Fisher (p=0,05).

Esto muestra que el efecto del GA3; no es el mismo para cada variedad, respondiendo de
manera diferente a las distintas concentraciones de GAs.

Genes relacionados con la modificacion de la pared celular

Por otra parte, hay enzimas que modifican la pared celular, permitiendo una mayor
capacidad de extension, para asi evitar la formacion de microfisuras en la epidermis del
fruto (Wang et al., 2006; Kasai et al., 2008; Balbontin et al., 2014).

Dentro de las diversas enzimas que participan en la modificacion de la pared celular del
fruto, durante el crecimiento y desarrollo de este mismo, se encuentra la xiloglucano
endotransglicosilasa (XET). Su funcion es controlar la extensibilidad de la célula, que se ha
asociado al entrecruzamiento de las moléculas de celulosa y xiloglucanos, lo que permite la
division de las cadenas de esta ultima y asi otorgar plasticidad a la pared celular (Lu et al.,
2006; Takizawa et al., 2014). Al analizar la expresién de XET-6 15 DDA en frutos de
‘Kordia’ (Figura 23A), se observé que s6lo 30 mg L™ de GAs, indujo un aumento de 8
veces mas que el control. Mientras que, en frutos de ‘Lapins’ se vio una represion con 30
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mg L™ GA; de 0,9 veces con respecto al testigo, aunque no produjo una regulacion
diferencial del gen. En cambio, a los 30 dias después de aplicacion, se observaron
resultados opuestos entre las dos variedades (Figura 23B). En frutos de ‘Kordia’ 10 y 30
mg L™ de GA; provocaron una disminucién de 20 y 37 veces en relacién al control, por lo
que el GA;z reprimié la expresion del gen. No obstante, en frutos de ‘Lapins’ las
aplicaciones con 10 y 30 mg L™ de GA; indujeron aumentos de 20 y 30 veces de expresion
respecto al control.
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Figura 23. Nivel de expresion de XET-6 en frutos de ‘Lapins’ y ‘Kordia’, a 15 (A) y 30(A)
dias después de aplicacion de GA; en concentraciones de 0; 10 y 30 mg L™ Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun prueba de
LSD Fisher (p=0,05).

En resumen, luego de 15 DDA el GA; sblo actua sobre los frutos de ‘Kordia’. No obstante,
a los 30 DDA, se ocasionaron cambios en la expresion sobre los frutos de ambas
variedades, favoreciendo ‘Lapins’ un aumento y en ‘Kordia’ la disminucion de XET-6.

Por otro lado, existe una enzima dependiente del pH, denominada expansina, que se
encuentra implicada con la modificacion de la pared celular, especificamente en lo
concierne a su extension. Estas actGan rompiendo las microfibrillas de celulosa y las
moléculas de xiloglucanos, que permiten la relajacion y la expansion de la pared celular
bajo tension de traccion, luego de esto, permite la entrada de agua y produce la elongacion
celular (Balbontin et al., 2013). Al analizar la expresion de EXP-A3 15 DDA en frutos de
‘Kordia’ (Figura 24A), no se observaron diferencias significativas. Por otra parte, en los
frutos de ‘Lapins’ con 10 y 30 mg L™ de GA; se produjo una represion en la expresion de
0,8 veces respecto al control. En relacion a la expresion 30 DDA en los frutos de ‘Kordia’
(Figura 24B), con 10 y 30 mg L™ de GA; se observé una disminucién o represion de la
expresion 32 y 35 veces respecto al control. Mientras que, en frutos de ‘Lapins’ con 10 y 30
mg L™ de GA; se mostré un aumento de la expresién 54 y 22 veces que control.
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Figura 24. Nivel de expresion de EXP-A3 en frutos de ‘Lapins’ y ‘Kordia’, a 15 (A) y 30

(B) dias después de aplicacién de GAs en concentraciones de 0; 10 y 30 mg L™. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun prueba de
LSD Fisher (p=0,05).

Por lo que, el efecto del GA3; cambia segun la variedad y el momento de la evaluacién. En
los frutos ‘Kordia’ y ‘Lapins’ a los 15 dias después de aplicacion, no ocasionaron efectos.
En cambio, a los 30 dias después de aplicacion, en ‘Lapins’ aumento la expresion de este
geny en ‘Kordia’ la disminuyd.

Expresion génica en distintas localidades

También se realiz6 una comparacion de la expresion de PaKCS6 y CER4 entre frutos de
variedades de distintas zonas en estado pajizo y a madurez del fruto. Se evaluaron frutos de
‘Kordia’, ‘Lapins’ y ‘Bing’ de la VII region (Curicd) y frutos de ‘Kordia’ y ‘Lapins’ de la
IX region (Angol).
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Figura 25. Expresion sin aplicacion de GA3; de PaKCS6 en estado pajizo (A) y maduro (B)
en variedades de la VII y IX Regidn. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos, segin prueba de LSD Fisher (p=0,05). * C: Curicé. * An:
Angol.
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Al examinar la expresion de PaKCS6 en el estado de desarrollo amarillo pajizo (Figura
25A), se observo que los frutos de ‘Kordia’ no mostraron diferencias entre las localidades.
Sin embargo, los frutos de ‘Lapins’ mostraron mayor expresion en Angol, 1,5 veces que la
de Curicd. Al analizar ‘Bing’, una variedad de alta susceptibilidad a la partidura, se observo
la menor expresion respecto de las demas variedades evaluadas. Con respecto a la
evaluacion en estado maduro (Figura 25B), ‘Kordia’ mostr6 una mayor expresion en
Curico, 1,1 veces que la de Angol. En cambio, en ‘Lapins’ se observo que no existe
diferencia entre la expresion génica en las distintas localidades, similar a ‘Bing’ y las de
‘Kordia’ en Curico.
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Figura 26. Expresion sin aplicacion de GA3; de CER4 en estado pajizo (A) y maduro (B) en
variedades de la VIl y IX Region. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos, seglin prueba de LSD Fisher (p=0,05). * C: Curicé. * An:
Angol.

Cuando se analizé la expresion de CER4 del estado amarillo pajizo (Figura 26A), en
‘Kordia’ se observd una menor expresion en las de Angol respecto de Curico; ‘Lapins’ no
mostro diferencias significativas al comparar las 2 regiones. Por otro lado, ‘Bing’” mostro la
mayor expresion de CER4, superior a las demas variedades. Por otra parte, cuando se
evaluo la expresion de CER4 a madurez (Figura 26B), en ‘Kordia’ no hubo diferencias al
comparar las distintas localidades; ‘Lapins’ mostrd la mayor expresion de todas, en Curico;
‘Bing’, por su parte, mostr6 una mayor expresion que las variedades de Angol.

En resumen, al estudiar los frutos de las variedades en las distintas localidades, no se
observd el mismo patron de expresién génica, reafirmando que algunos factores bioticos o
abioticos podrian estar influyendo sobre la expresion de los genes, ya sea reprimiendo o
estimulando su expresion.
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Analisis de variables de calidad versus partidura de frutas

Al analizar las variables de calidad, la partidura de los frutos y los tratamientos en las tres
variedades evaluadas (figuras 27; 28 y 29) mediante un analisis de componentes principales
(ACP), se aprecio que en ‘Lapins’ se explicé el 81,3% de la variabilidad, observandose que
los tratamientos sin GAs [Control o.y1) Y Control .ap)] Se encontraron mas ligados a la
partidura. Por el contrario, con el uso de GA3 se vio una tendencia opuesta a los testigos, ya
que se encontraban mas vinculados a variables como la firmeza, acidez y concentracion de

solidos solubles (Figura 27).
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Figura 27. Biplot (ACP) de variables de calidad e indice de partidura evaluada en ‘Lapins’.
*Entre paréntesis se indica la concentracion y la época de aplicacion

En ‘Kordia” el ACP explico un 86,4% de la variabilidad, observandose una vinculacion del
control al indice de la partidura y la acidez. En cambio, los tratamientos con GA3z mostraron
una mayor asociacion a las variables de calidad, donde destaca la firmeza, s6lidos solubles

y masa (Figura 28)

En relacion al ACP en ‘Regina’, se explico un 77,8% de la variabilidad, siguiendo la misma
tendencia exhibida por las otras variedades; los testigos se encontraron mas vinculados a la
partidura, mientras que los tratamientos de GAs; estaban ligados positivamente con la
concentracion de sdlidos solubles, diametro ecuatorial y firmeza (Figura 29).
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Figura 28. Biplot (ACP) de variables de calidad ¢ indice de partidura evaluada en ‘Kordia’.
*Entre paréntesis se indica la concentracién y la época de aplicacion

En resumen, en las tres variedades los ACP mostraron que el empleo de GA3 produjo una
tendencia opuesta a los testigos, ya que se encontraban méas vinculados a variables como la
firmeza y concentracion de solidos solubles, a diferencia del testigo que se encontraba mas
asociado al indice de partidura. Adicionalmente, se destaca la asociacion negativa entre el
indice de partidura versus firmeza y concentracion de solidos solubles.
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Figura 29. Biplot (ACP) de variables de calidad e indice de partidura evaluada en ‘Regina’.
*Entre paréntesis se indica la concentracion y la época de aplicacion
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DISCUSION

En esta investigacion se demostré que las aplicaciones de &cido giberélico, durante el
desarrollo del fruto, modificaron la susceptibilidad a la partidura, reduciendo el indice de
partidura (IP) obtenido en condiciones estandarizadas para los distintos tratamientos. Este
método, aun cuando no representa la situacion a la cual se exponen los frutos en
condiciones de campo, permite comparar la expresion del problema frente a una presion de
agua similar (Christensen, 1996). Es posible también apreciar diferencias entre las tres
variedades, clasificadas en distintas categorias segun su susceptibilidad a la partidura,
siendo ‘Regina’ y ‘Kordia’ mas tolerantes, a diferencia de ‘Lapins’ que presenta mayor
susceptibilidad, aun cuando menor que ‘Bing’ (Stehr, 2005).

En ‘Regina’ y ‘Lapins’ se observo un efecto similar de GAs; en ambas variedades no se
observé interaccién entre época y concentracion, asi como tampoco de la época de
aplicacion. Si se vio un efecto sobre la reduccidén de la susceptibilidad a la partidura,
cuando se analizé la concentracion en las dos variedades, pero sin diferencia entre las
concentraciones utilizadas. Es relevante mencionar que las aplicaciones de GA3 redujeron
el indice de partidura aproximadamente 6 puntos en ‘Regina’ y ‘Lapins’, lo cual se tradujo
en una variacion de un 33% en ‘Lapins’ (IP=19,13) y un 48% en ‘Regina’ (IP=14,67), en
comparacion al control. Con respecto a ‘Kordia’, tampoco se observé interaccion entre los
dos factores ni efecto de la época de aplicacion, no obstante, al evaluar la concentracion se
advirti6 una reduccion progresiva de la susceptibilidad a medida que se aumentd la
concentracion de 10 a 20 mg L™ de GA3, y aumenté levemente con 30 mg L™ de GA3; en
general, los tratamientos con el fitorregulador redujeron la partidura en un 66%
aproximadamente respecto del control (IP=23,4). Por otro lado, es importante indicar que el
control de esta variedad fue el que presenté un mayor indice de partidura, lo cual permite
suponer que para las condiciones de este ensayo ‘Kordia’ poseia una susceptibilidad mayor
a la partidura, lo que se puede atribuir a diversos factores, como la avanzada madurez de los
frutos, la baja carga frutal y el alto vigor de los arboles, variables que en su conjunto
podrian haber inducido un incremento de la susceptibilidad a la partidura (Simon, 2006;
Khadivi-Khub, 2015).

Las distinta respuesta que se observo con las aplicaciones de GAs, sobre la reduccion de la
partidura, se podrian atribuir a las diferencias entre variedades (Cline y Trought, 2007), lo
que se ve reflejado, en parte, en los analisis moleculares, que exhibieron diferentes patrones
de expresion génica con el uso de GAs, lo que produjo un efecto dispar sobre la
disminucion en la partidura. No obstante, otros factores podrian estar influenciando este
fendmeno; Si bien se ha encontrado una relacion positiva entre la firmeza y la partidura, en
investigaciones que sefialan que variedades con mayor firmeza muestran una epidermis mas
tensa, por lo que son mas proclives a desarrollar fisuras al momento de incrementar el
volumen del fruto, por una alza en la hidratacion de este (Christensen, 1996; Yamaguchi et
al., 2004; Khadivi-Khub, 2015), en este estudio, el analisis de componentes principales
(ACP), mostré una correlacion negativa entre la firmeza y el indice de partidura (figuras
27; 28 'y 29). Al respecto Takizawa et al. (2014), en tomates ‘Micro Tom’, indicaron que
una mayor firmeza proporciona una estructura de la pared celular mas integra, lo que
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permitiria retener la flexibilidad y la plasticidad de la célula, para resistir la partidura del
fruto. Asi pues, una mayor integridad de esta estructura evitaria cambios bruscos en el
volumen del fruto, lo cual disminuiria la aparicion de las fisuras en el fruto. Por otro lado,
Yamaguchi et al. (2004), postulan que existe una correlacion positiva entre la partidura y la
firmeza en ciruelos japoneses, aunque también sostienen que variedades con frutos firmes,
pero con células epidermales pequefias, presentan una menor susceptibilidad a la partidura.
Por ende, seria de gran importancia que en estudios posteriores se considerara el tamafio de
las células epidérmicas de los frutos y su asociacion con la partidura.

Otra variable que se asocia a este problema es la concentracion de sdlidos solubles;
investigaciones destacan que un incremento de la concentracion de sélidos solubles influye
sobre la partidura, puesto que la absorcion de agua es proporcional a la concentracion
osmotica del fruto (Christensen, 1996; Khadivi-Khub, 2015). En relacién a esto,
Christensen (1996), analizé frutos de ‘Bing’, con un contenido de azucar de 14-16%,
partiéndose un 5%, mientras que la misma variedad con un 20-22% de azlcar se agrietd un
21%. Ahora bien, en este estudio los ACP (figuras 27; 28 y 29) mostraron una correlacion
negativa entre el indice de partidura y la concentracion de solidos solubles. Al respecto,
Moing et al. (2004) no observaron diferencias en el potencial osmético de la fruta y la
contribucion de los principales azlcares o acidos organicos sobre éste, cuando compararon
variedades susceptibles y tolerantes. Esto confirma la complejidad de los mecanismos
fisioldgicos que se encuentran involucrados en este desorden, pudiendo afirmarse que, bajo
las condiciones de esta investigacion, no se observd una relacion entre el potencial
osmotico y la susceptibilidad a partidura. Asi pues, esta inconsistencia podria estar ligada al
hecho de que es un problema multifactorial, en donde otras variables incidirian mas que la
concentracion de solidos solubles, como el incremento de la firmeza, que disminuye la
partidura de los frutos, ya que se presenta una pared celular mas integra que evita la
formacion de fisuras en el fruto (Briiggenwirth y Knoche, 2016b).

Con respecto a la carga frutal, Way (1967) indic6 que ‘Van’, con una mayor cantidad de
frutos se parten menos, a diferencia de los que poseen una menor carga. Por otra parte,
Christensen (1972), al comparar diversas variedades, no encontro relacion entre la partidura
y la carga frutal. Ahora bien, al evaluar la carga frutal relativa, no se detect6 interaccion ni
diferencias estadisticas por efecto de la concentracion y época de aplicacién (Cuadro 2,
Apéndice Il), pero al analizar la partidura inducida, si se observé efecto de la
concentracion, en donde 10, 20 y 30 mg L™ disminuyeron la incidencia de este problema
(figuras 4A; 10A y 16A), por lo que la carga, en este estudio, parece no ser un factor que
influye sobre este problema. Adicionalmente, cuando se analiz6 la partidura en campo, no
se observo efecto del tamafio del fruto sobre dicha evaluacion (Cuadro 1, Apéndice 1); el
mayor porcentaje de frutos se encontrd entre 24 a 28 mm, por ende bajo las condiciones de
este estudio, dichas categorias de calibre no incidirian en la formacién de grietas en el fruto,
lo cual reafirma que existen otros factores involucrados en la formacion de grietas en el
fruto. Si bien, como se indicd anteriormente, el tamafio celular podria ser un factor
implicado con esta alteracion, para demostrar esta aseveracion, se requieren estudios que
permitan vincular la partidura con el tamario celular.

También, se ha visto que el calcio juega un papel importante sobre este problema, ya que se
encuentra involucrado con la cohesion de la pared celular, mediante la formacion de
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puentes de calcio en la lamela media, que actian como sustancias cementantes, uniendo
paredes de las células contiguas (Poovaiah et al., 1993; Bonilla, 2013). Ademas, tiene la
capacidad para disminuir la permeabilidad hidraulica de las membranas celulares y reducir
la absorcién de agua, lo que llevaria a una menor formacion de grietas en el fruto
(Proebsting et al., 1973).

El movimiento de calcio en el arbol ocurre principalmente por el flujo xilematico
(Marschner, 1983) y debido a que, el huerto presentd un crecimiento vegetativo excesivo, la
mayor parte de este macronutriente se podria haber dirigido hacia los brotes. Al respecto,
Wiebe et al. (1977) sefialaron que los 6rganos con amplia superficie, o los que estan mas
directamente expuestos a la luz, reciben mayor cantidad de agua y calcio a través del
xilema, el cual se encuentra influenciado por la presion osmética de la solucion del suelo,
asi como por las condiciones que favorecen una alta tasa de transpiracion. Por ende, los
frutos estan recibiendo una menor cantidad de calcio, provocando una menor cohesion
celular, que posteriormente va a desencadenar en una mayor susceptibilidad a la partidura
(Podesta et al., 2001). Sin embargo, en este ensayo no se cuantific el contenido de calcio,
por lo que, futuras investigaciones deberian considerarlo, al analizar la ocurrencia de este
problema.

Asimismo, el excesivo vigor que presentaron los arboles, produjo un mayor sombreamiento
a los frutos, lo que también afectaria la ocurrencia de este fendmeno. Al respecto, Marini et
al. (1991) indican que la calidad de la fruta se encuentra directamente relacionada con la
densidad de flujo de fotones (PPFD), mostrando que, en cerezas el mayor PPFD incrementa
de forma logaritmica la coloracion del fruto y el contenido de solidos solubles. También,
Southwick et al. (1990) reportaron que el peso fresco, materia seca, firmeza y contenido de
azucar durante el desarrollo de especies Prunus estd directamente asociado con la PPDF.
Asi el sombreamiento afecta la calidad y composicion del fruto, produciendo menor
firmeza que podria haber inducido una mayor susceptibilidad a la partidura. Pudiendo ser
este el caso del testigo, o de la susceptibilidad a la partidura en una situacion particular.

En lo que respecta a la malla reflectora (Extenday®), ésta se empled principalmente para
homogeneizar la tonalidad de los frutos, debido a que los frutos que mas demoran en tomar
color son los que se encuentran en la parte media y baja de la copa del arbol. De aqui que,
la malla podria afectar la partidura; en manzanos (‘Gala Mondial’) se ha visto que el uso de
esta malla permite una distribucion mas uniforme de la luz en el arbol, lo que ayuda a alzar
el contenido de azucar del fruto (Meinhold et al., 2011), lo que en cerezas se podria traducir
en mayor partidura, al absorber una mayor cantidad de agua libre desde el exterior al
interior del fruto por el efecto osmético. No obstante, la malla estuvo presente en todas las
hileras y la concentracion de solidos solubles no se asocid a una mayor susceptibilidad a la
partidura, por lo que se descarta la influencia sobre esta problematica.

Los resultado comprobaron que las aplicaciones de GAj reducen la susceptibilidad de
frutos maduros a la partidura, pero no fue posible asociar la aplicacion de este
fitorregulador con una mayor expresion de PaKCS6 y ABC-2, 15 y 30 dias después de la
aplicacion (DDA). En relacion a PaKCS6, Balbontin et al. (2014) estudiaron los niveles de
expresion de este gen durante el crecimiento del fruto en ‘Kordia’ y ‘Bing’, observando
mayores niveles transcripcionales en la variedad mas tolerante. Ademas, en esta misma,



56

notaron que la expresion génica era mayor en cuaje y que iba disminuyendo a medida que
se desarrollaba el fruto. Esto podria indicar que la expresion de este gen se modificaria en
un estadio de desarrollo no evaluado o simplemente que este regulador de crecimiento no
actla sobre PaKCS6. Con respecto a ABC-2, es importante mencionar que existen otros
transportadores, CER5/ABCG12 y ABCG11, que son necesarios para la exportacion y
secrecion de cera (Kunst y Samuels, 2009). Asi, los precursores de cutina podrian pasar a
través de estos transportadores y no necesariamente por el analizado en esta investigacion,
lo que estaria influyendo en la baja expresion de este gen. No obstante, si pareciera tener
una accion sobre la composicion de la cuticula, dado que modificd la expresion de CER4,
aungue se comportd de manera diferencial dependiendo de las variedades analizadas, en la
cual se advirtio que sélo en frutos de ‘Lapins’ se privilegié la formacién de alcoholes
primarios, que van a ser componentes de la cuticula (Yeats y Rose, 2013).

Respecto a los genes asociados a la modificacion de la pared celular XET-6 y EXP-A3, GA3,
a 15y 30 DDA, modifico la expresion de éstos, observando un aumento de la expresion en
frutos de ‘Lapins’ y una disminucion en frutos de ‘Kordia’, actuando de manera diferencial
al igual que CER4. Al respecto, Takizawa et al. (2014) indican que los genes involucrados
en la modificacion de la pared celular permitirian remodelar en lugar de debilitar esta
estructura, lo que retendria posiblemente la flexibilidad y la plasticidad de la célula,
ayudando al fruto a resistir la formacion de fisuras. Ademas, como la expresion de estos
genes ocurrid en etapas mas tardias, podria explicar la mayor tolerancia a la partidura, ya
que proporciona al fruto mayor capacidad de extension, evitando asi la formacién de grietas
cuando se generan cambios en el volumen del fruto (Usenik et al., 2005; Balbontin et al.,
2013 y 2014). Adicionalmente, Usenik et al. (2005) indicaron que frutos de ‘Van’ y
‘Sunburst’ tratados con GAs produjeron un aumento en la elasticidad de la pared celular, lo
que podria reducir la partidura. Por otra parte, en litchi, Wang et al. (2006) encontraron que
la expresion de enzimas involucradas en la elongacion de la pared celular, prevendria la
formacion de microgrietas en el fruto.

Como se observd, los tratamientos con GA3 generaron efectos variables sobre la expresion
génica, en donde algunos de éstos fueron estimulados y otros reprimidos. Sin embargo, los
resultados no muestran una correlacion, por lo que no se puede atribuir a estos genes la
reduccion de la partidura. Ademas, queda en evidencia que la accion del acido giberélico es
multivariada e indirecta, ya que produjeron efectos sobre la reduccion de la partidura, a
pesar de que las variedades no presentaron variacion en la expresion de los precursores para
la formacion de ceras e indujeron efectos dispares en los genes involucrados en la
modificacion de la pared celular. Por esto, la disminucion en este problema podria deberse
a la suma de las modificaciones producidas en el fruto, tales como el aumento del tamafio
celular, diametro de los frutos junto con los cambios producidos en la estructura de la pared
celular y en las propiedades de la piel. Al respecto, Bruggenwirth y Knoche (2016a), al
evaluar las propiedades mecanicas de la piel (epidermis e hipodermis) en frutos de
‘Kordia’, ‘Sam’ y ‘Sweetheart’, encontraron que la tension de esta estructura disminuye por
la maduracion, la pérdida de turgencia y aumentos de temperatura, que producen cambios
enzimaticos que ablandan y relajan la pared celular junto con la disminucion de las pectinas
de la lamela media. Adicionalmente, en otro estudio, Briiggenwirth y Knoche (2016b),
compararon esta estructura en variedades con grados contrastantes de susceptibilidad a la
partidura (‘Regina’ y ‘Burlat’), encontrando una mayor rigidez de la piel en frutos de
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‘Regina’ a diferencia de ‘Burlat’, por ende, atribuyeron estas diferencias a la distinta
susceptibilidad entre las variedades analizadas.

Por esta razon, todo aquello que modifique la cohesion y resistencia de esta estructura va a
afectar la ocurrencia del problema. Asi pues, una mayor firmeza, que proporciona una
estructura de la pared celular mas integra, seria la variable que estaria determinado
finalmente en que un fruto tenga una menor incidencia a la partidura. Secundariamente
participarian otras variables, como la concentracion de solidos solubles y los niveles de
ceras, ya que influyen en la entrada y salida de agua en el fruto. Esto confirma el alto grado
de complejidad que posee el fendmeno de la partidura. Al respecto, Quero-Garcia et al.
(2014) realizaron mapeos de loci de caracteres cuantitativos (QTL) para la tolerancia a la
partidura y detectaron diferentes grupos de ligamientos en distintas regiones del genoma del
cerezo, interviniendo diferentes grupos de genes en cada area.

Ahora bien, seria importante que en futuras investigaciones relacionadas con el tema,
realicen un seguimiento continuo de genes involucrados con la partidura, ya que la
expresion varia en los diferentes estadios de desarrollo del fruto. También se hace necesario
buscar y analizar otras rutas metabolicas, que profundicen el efecto del GA; sobre este
fendmeno.

Adicionalmente, se comprobd que el GA3 ejerce efectos diferenciales en las variedades
evaluadas, ya que en frutos de ‘Lapins’ aumenta la expresion y en frutos de ‘Kordia’ la
disminuye. En relacion a esto, Engin et al. (2016) y Araya (2014) indicaron que las
respuestas de las plantas a las aplicaciones de reguladores de crecimiento dependen de la
variedad, las condiciones medioambientales, el tipo de tejido y la concentracion utilizada,
lo que explicaria los efectos producidos en este estudio.

Por Gltimo, en relacion al desarrollo reproductivo de las yemas con las aplicaciones de GAs,
se observo una menor diferenciacion al principio de este proceso, lo que concuerda con los
sefialado por Unesik et al. (2005), quienes indicaron que la aplicacion de GAs retarda el
desarrollo de la yema floral, particularmente al aplicarlo durante y/o cercano al inicio de la
etapa Il de crecimiento del fruto. Si bien el desarrollo se retrasa, en la Gltima evaluacion (3
meses después de cosecha), todos los érganos florales de las yemas se encontraban en el
mismo estado (figuras 7, 13 y 19). Tal como lo observado por Aburto (2012).
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CONCLUSIONES

En relacion a la calidad del fruto, las aplicaciones de GA3; aumentaron la firmeza de los
frutos, la concentracion de solidos solubles y la proporcion de frutos con mayor calibre
(>26 mm).

Todas las concentraciones de GAj3 aplicadas durante el desarrollo del fruto, reducen la
incidencia de partidura en ‘Kordia’, ‘Regina’ y ‘Lapins’, sin importar la época de
aplicacion.

En relacién al desarrollo reproductivo, las aplicaciones de GA3z producen un retraso en el
proceso de diferenciacion floral de las yemas, el que se normaliza antes del otofio.

Los tratamientos con GAz; modifican la expresion de genes involucrados con la biosintesis
de la membrana cuticular y la modificacion de la pared celular. La expresion de estos genes
no se correlaciona con la partidura. La accion del &cido giberélico cambia la expresion
génica dependiendo de la variedad utilizada.

Existe una relacion negativa entre el indice de partidura y la firmeza.
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APENDICE I

Cuadro 1. Efecto de distintas concentraciones y épocas de aplicacion de &cido giberélico
(GA3) sobre la partidura en campo en ‘Kordia’ y ‘Regina’.

Partidura en campo

Niveles del factor

Kordia Regina
Concentracién (mg L™) (%)
0 9,80 a' 8,00 ns
10 545 b 5,61
20 522 b 2,82
30 343 b 2,57
Epoca de aplicacion
Verde traslicido 5,73 ns’ 595 a
Amarillo pajizo 6,28 352 Db

! Medias en sentido vertical con distintas letras indican diferencias estadisticamente significativas
entre los niveles del mismo factor, segtn la prueba de LSD Fisher (p=0,05). ? ns: Diferencias no
significativas (p>0,05).
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Figura 1. Expresion basal (sin aplicacion de GA3) de ABC-2 (A), CER4 (B) y PaKCS6 (C)
en estado pajizo y maduro. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos, segun la prueba de LSD Fisher (p=0,05).
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APENDICE II
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Figura 2. Expresion basal (sin aplicacion de GA3) de XET (A) y EXP (B) en estado pajizo y
maduro. ! Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos,
segln la prueba de LSD Fisher (p=0,05).

Cuadro 2. Efecto de distintas concentraciones y épocas de aplicacion de &cido giberélico
(GA;) sobre la carga frutal relativa.

Carga frutal relativa

Niveles del factor

Lapins Regina Kordia
Concentracién ( mg L) (1a5)®
0 3,02 ns' 3,18 ns’ 2,95 ns
10 3,12 3,07 3,13
20 3,07 3,06 3,09
30 3,24 3,02 3,01
Epoca de aplicacion
Verde Traslicido 3,09 ns 3,09 ns 3,07 ns
Amarillo pajizo 3,08 3,08 3,02

! Medias en sentido horizontal con distintas letras indican diferencias estadisticamente significativas
entre los niveles del mismo factor, seglin la prueba de LSD Fisher (p=0,05). ?> ns: Diferencias no
significativas (p>0,05). ® Los resultados se expresaron en escala de 1 a 5, en donde 1 indica
ausencia de frutos y 5 carga excesiva.
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APENDICE Il

Cuadro 3. Efecto de distintas concentraciones y épocas de aplicacion de &cido giberélico
(GA3) sobre la proporcidn de frutos con distinto color, en ‘Lapins’.

. Color
Niveles del factor o2 R R
Concentracién ( mg L) %
0 69,50 a' 28,50 ¢ 2,00 b
10 35,00 b 39,00 b 24,00 a
20 19,00 b 52,50 a 28,00 a
30 23,50 b 40,50 b 35,00 a
Epoca de aplicacion
Verde Trasllcido 34,75 ns® 40,25 ns 23,50 ns
Amarillo pajizo 38,75 40,00 21,25

' Medias en sentido vertical con distintas letras indican diferencias estadisticamente significativas
entre los niveles del mismo factor, segun la prueba de LSD Fisher (p=0,05). > ns: Diferencias no
significativas (p>0,05).  C: Caoba. * R: Rojo. ° RP: Rojo palido.

Cuadro 4. Efecto de distintas concentraciones y épocas de aplicacion de acido giberélico
(GA3) sobre la proporcion de frutos con distinto color del fruto en ‘Regina’.

Color
Niveles del factor 3 2 5
CO C R
Concentracién ( mg L™) (%)
0 53,00 a' 32,00 b 16,00 ¢
10 25,00 b 43,50 a 3150 b
20 2750 b 38,50 ab 37,00 b
30 16,50 ¢ 32,00 b 48,50 a
Epoca de aplicacion
Verde TraslUcido 31,00 ns? 35,25 ns 34,25 ns
Amarillo pajizo 30,50 37,75 32,25

' Medias en sentido vertical con distintas letras indican diferencias estadisticamente significativas
entre los niveles del mismo factor, segln la prueba de LSD Fisher (p=0,05). > ns: Diferencias no
significativas (p>0,05). * CO: Caoba oscuro. * C: Caoba. ® R: Rojo.



67

APENDICE IV

Cuadro 5. Efecto de distintas concentraciones y épocas de aplicacion de &cido giberélico
(GA3) sobre la proporcion de frutos con distinto color del fruto, en ‘Kordia’.

i Color
Niveles del factor co® o RS RP®
Concentracién ( mg L™) (%)
0 18,00 a* 64,00 a 18,00 b 0,00 ¢
10 16,00 a 46,00 b 35,00 a 2,50 b
20 14,00 ab 43,00 b 35,00 a 8,50 b
30 10,00 b 36,00 b 34,50 a 19,50 a
Epoca de aplicacion
Verde TraslUcido 15,50 ns’ 49,25 ns 30,25 ns 8,75 ns
Amarillo pajizo 13,50 45,00 31,00 6,50

' Medias en sentido vertical con distintas letras indican diferencias estadisticamente significativas
entre los niveles del mismo factor, segtn la prueba de LSD Fisher (p=0,05). ? ns: Diferencias no
significativas (p>0,05). ® CO: Caoba oscuro. # C: Caoba. ® R: Rojo. °® RP: Rojo pélido.

Cuadro 6. Efecto de distinta concentracion y época de aplicacion de acido giberélico (GA3)
sobre el didmetro ecuatorial en ‘Lapins’, la acidez titulable en ‘Regina’ y la masa junto
con la acidez titulable en ‘Kordia’.

Tratamientos  Diametro ecuatorial ~ Acidez titulable Masa Acidez titulable
mm (% acido malico) g (% acido malico)
Control (g.v)* 26,03 0,89 11,43 0,88
Control(o-ap) 26,98 0,84 11,50 0,85
GA(10-v1) 26,61 0,87 11,22 0,86
GA(10-ap) 26,38 0,83 11,43 0,80
GA(20-v1) 27,36 0,84 11,62 0,85
GA(20-ap) 25,50 0,83 11,49 0,83
GA(30-vt) 24,82 0,85 10,91 0,85
GA(30-ap) 26,03 0,81 11,41 0,78
Significancia 0,3912 0,9743 0,3588 0,6651

! Entre paréntesis se indica la concentracion y la época de aplicacion de GAg; vt=verde trasldcido,
ap=amarillo pajizo.



