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TOLERANCIA A BAJAS TEMPERATURAS EN TOMATES SEMICULTIVADOS

Maria Dolores Ramirez Villa, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una especie sensible a la temperatura baja por su
origen subtropical. Existen algunas colectas de tomates semicultivados en los que se ha
observado tolerancia a baja temperatura. La presente investigacion se realizo con el objetivo
de identificar el intervalo de baja temperatura y tiempo de exposicion en que las plantulas de
tomate sobreviven en menos del 50% a un choque térmico y evaluar los efectos fisioldgicos
en las plantulas sobrevivientes. En la primera fase se utilizaron plantulas de tomate comercial
(Eterno Hyb, EI Cid F1, Floradade, Rio Grande) para definir la combinacion de temperatura
y tiempo de exposicion a la cual sobreviven menos del 50% de las plantas. Los resultados
indican que en el tratamiento de -2 °C durante 2 h se encontrdé el mayor porcentaje de
sobrevivencia (88%), mientras que a -4 °C durante 2 h el porcentaje fue el mas bajo (34%).
La sobrevivencia en el tratamiento a -4 °C (2 h) fue 2.6 veces menor que en el tratamiento a
-2 °C (2 h). En la segunda fase se utilizaron plantulas de 18 familias de tomate semicultivado
y se sometieron a -4 °C durante 2 h, combinacion de temperatura y tiempo de exposicion
definida en la primera fase porque sobrevivieron menos del 50% de las plantulas. Se encontro6
que el contenido relativo de agua disminuy6 un 10% con el tratamiento a baja temperatura
(80%) en comparacién con las plantas testigo (88%). La tasa de asimilacion de CO2 solo se
afectd el primer dia después de haber aplicado el tratamiento de baja temperatura con 6.64
umol CO, m? s, comparado con 11.34 pmol CO, m?s™ en el testigo. Los resultados de la
tasa de intercambio de COg, la eficiencia cuantica maximay la fuga electrolitica indican que
no hubo dafio fisiolégico a nivel de aparato fotosintético ni a nivel de integridad de
membranas en las plantulas. Existe disminucion en la tasa de asimilacion de COz y del
contenido relativo de agua, sin embargo, las plantulas se recuperan en menos de 48 horas
posteriores al choque térmico. De lo anterior se concluye que los tomates semicultivados
presentan caracteristicas de tolerancia a baja temperatura y se podrian utilizar para el
mejoramiento genético de la especie.

Palabras clave: sobrevivencia, estrés, fotosintesis, fluorescencia de clorofila a y

permeabilidad de membrana.



LOW TEMPERATURE TOLERANCE IN SEMICULTIVATED TOMATOES

Maria Dolores Ramirez Villa, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is a species widely considered sensitive to low
temperature because of its tropical origin. Low temperature tolerance has been observed in
some semi-cultivated tomato landraces. This research was carried out with the objective of
identifying the range of low temperature and duration at which tomato seedlings survive less
than 50%, and later to evaluate some physiological effects in surviving seedlings of semi-
cultivated tomatoes after being treated with such thermal shock. In the first stage, commercial
tomato seedlings were exposed to several intensities of low temperature and exposure times
to determine the combination of temperature and duration at which seedlings survived less
than 50%. Results showed that treatment of -2 °C during 2 h had the highest survival rate
(88%), whereas -4 °C during 2 h had the lowest (34%), and therefore, the former combination
was chosen for the following stage since survival rate was less than 50%. Survival rate of
treatment -4°C during 2 h was 2.6 times lower than the one in treatment -2 °C during 2 h. In
the second stage, seedlings of 18 semi-cultivated tomato families were exposed at -4 °C
during 2 h. Relative water content in seedlings after low temperature treatment (80%9
decreased 10% compared to the control (88%). CO- assimilation rate was only affected the
first day after applying the low temperature treatment with 6.64 pmol CO, m s compared
to the control, with 11.34 pmol CO2 m? s, CO; assimilation rate, maximum quantum yield
and electrolyte leakage results indicate that there was no physiological damage in the
seedlings, neither at the photosynthetic apparatus level nor at the membrane integrity level.
After low temperature exposure, COz assimilation rate and relative water content decreased,
but seedlings recovered in less than 48 h after thermal shock. From the above, it is concluded
that surviving semi-cultivated tomatoes show low-temperature tolerance traits that could be

included in a tomato breeding program.

Key words: survival, stress, photosynthesis, chlorophyll fluorescence and membrane

permeability.
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CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la segunda hortaliza mas cultivada a nivel mundial y la
tercera producida en México, después del chile verde y la papa. La disponibilidad de nuevos tipos
y variedades, nuevos métodos de cultivo y la creciente demanda de hortalizas han incentivado su
produccidn en los afios recientes. EI volumen cosechado a nivel mundial en 2014 fue de 223.47
millones de toneladas en una superficie de 6 millones de hectareas (FAO, 2017). China se mantiene
como el principal productor, con 52.5 millones de toneladas en el mismo afio (FAO, 2017). Estados
Unidos es el principal importador mundial (1.5 millones de toneladas en 2014), en tanto que
México es el principal exportador y proveedor externo de esta hortaliza para ese pais, con mas del
90% del volumen importado (FIRA, 2016, 2017). En 2014, México ocupd el décimo lugar en
produccion de tomate a nivel mundial aportando el 2.07% (FAO, 2017), siendo Sinaloa,
Michoacan, Zacatecas, Baja California y San Luis Potosi los principales estados productores en el
2016, con el 57% de la superficie y el 56% de la produccién nacional (SIAP, 2017).

En afios recientes el territorio nacional ha experimentado episodios de bajas temperaturas y con
frecuencia en las regiones con altitud superior a 1800 msnm han sido heladas (0°C o menos) que
cada afio son mas drasticas y frecuentes (Valerio, 2013). Esto ha afectado en gran medida la
produccidn de tomate. Este cultivo disminuye su potencial de rendimiento cuando se establece en
ambientes con temperaturas del aire que oscilan entre una temperatura minima (8-12 °C) y una
Optima (25-27 °C) (Schwarz et al., 2010), por lo que su cultivo se ve condicionado a zonas donde
la temperaturas no sean una limitante, y si lo es, es necesario protegerlo de temperaturas bajas
extremas que afectan su produccion. Por lo anterior, el cultivo del tomate en invernadero, se ha

incrementado.

Para mantener la produccion de la especie o para incrementarla es necesario el estudio y
aprovechamiento de los materiales silvestres (Benavides et al., 2011). Esto permitira una mejor
adaptacion de la especie a lugares y condiciones ambientales donde ain no se produce o la

produccién es minima. El tomate cultivado puede sufrir de estrés por frio en todas las etapas de



crecimiento y desarrollo. Las plantas que se han adaptado a los climas subtropicales y tropicales,
tales como: maiz, arroz y tomate, generalmente tienen poca tolerancia al frio y no se pueden

aclimatar a bajas temperaturas (Zhang et al., 2004).

El estrés por baja temperatura es importante porque afecta la produccién (Yadav, 2010). Cuando
la temperatura ambiente se desvia de la Optima, ocurren cambios fisioldgicos, bioquimicos,
metabolicos y moleculares dentro de la planta. Esta es una respuesta para mantener la homeostasis
celular durante estas condiciones adversas para lograr su crecimiento y desarrollo. Bajo
condiciones estresantes, las plantas experimentan progresivamente procesos celulares anormales,
alterados o disfuncionales, hasta que se alcanzan temperaturas cardinales para la sobrevivencia
(Guy et al., 2008).

Existen varios factores que determinan la reaccion de las plantas ante el estrés. Por ejemplo, cierta
tolerancia a bajas temperaturas puede ser inducida por la exposicion anterior a temperaturas por
abajo de la 6ptima, y se conoce como tolerancia a las bajas temperaturas o aclimatacion al frio. La
capacidad de aclimatacidn de las plantas a una mayor resistencia de un factor de estrés se determina
por su capacidad para mantener sus procesos fisioldgicos dentro de niveles razonables, a una
mayor variacion de este factor (Valladares et al., 2007). La trascendencia de estos efectos depende
de la capacidad genética de la planta, de responder la intensidad y duracién del estrés y si ocurre
solo o en combinacidn con otros factores, cambios de temperatura, edad, estado de hidratacién de

la planta y la época del afio (Chaves et al., 2009; Pennisi et al., 2016).

A la fecha, ya existen algunas investigaciones sobre a la tolerancia a temperaturas bajas en tomates
silvestres y domesticados. Por ejemplo, Van der Ploeg et al. (2007) evaluaron el efecto de la
temperatura baja en el cultivar Moneymaker y en los parientes silvestres L. hirsutum y L. pennellii.
El cultivar Moneymaker presentd una reduccion mas severa en su tasa relativa de crecimiento
cuando la temperatura estuvo por debajo de los 20 °C, mientras que dicha tasa en L. hirsutum y L.
pennellii disminuyd a temperaturas por debajo de los 16 °C; concluyendo que estas especies
silvestres presentan posibilidades para el mejoramiento de la tolerancia a bajas temperaturas. Esto
ofrece una gran oportunidad para aumentar la tolerancia de genotipos a bajas temperaturas (Ntatsi
etal., 2013).



Un estudio realizado por Chen et al. (2015) en el cual sometieron a frio dos especies de tomate: S.
lycopersicum y S. habrochaites y observaron la respuesta a través de la medicion de variables
como: concentracion de malondialdehido (MDA), de prolina, actividad de peroxidasa (POD), y
catalasa (CAT) en las hojas, y concluyeron que S. habrochaites exhibié un marchitamiento menos
severo que S. lycopersicum después de 10 dias de tratamiento a 4 °C y el estrés por frio causé un

aumento significativo de MDA, de prolina, actividad de POD y CAT en estas plantas.

Nosenko et al. (2016) sometieron ocho poblaciones de S. chilense a temperatura baja (0 °C<T<10
°C) y temperatura de congelacion (T<0 °C), para evaluar la tolerancia a un rango de bajas
temperaturas en donde se monitored la tasa de crecimiento de las plantas en forma gradual a la
disminucion de la temperatura, la eficiencia de la fotosintesis (Fv/Fm) en plantas aclimatadas
(durante 14 dias bajo temperaturas gradualmente decrecientes de 19/22 °C a 10/12 °C noche/dia)
y no aclimatadas (19/22 °C de temperatura noche/dia). Se observé una disminucidn significativa
en la tasa de crecimiento a bajas temperaturas en comparacion con las plantas testigo y también
encontraron que la eficiencia de la fotosintesis en plantas aclimatadas a baja temperatura

disminuy6 en 3% en comparacion con la reduccion del 17% en las plantas no aclimatadas.

La cuantificacion de la conductividad eléctrica en un medio acuoso se ha empleado como método
indirecto para el célculo del indice de dafio en la estabilidad y permeabilidad de la membrana.
Adicionalmente se usa para ponderar la tolerancia o sensibilidad a condiciones de estrés abidtico
y bidtico en diversos organismos cultivados (Rohde et al., 2004). Por otra parte, el estudio de
fotosintesis y la fluorescencia de la clorofila a se ha aprovechado para la investigaciéon de la

resistencia o susceptibilidad de las plantas a diversas condiciones adversas (Rungrat et al., 2016).

1.1. JUSTIFICACION

Como consecuencia de su origen tropical, el tomate es sensible al frio, pues temperaturas menores
a 10 °C provocan diversos desordenes en la planta (Ntatsi et al., 2014). Las condiciones climaticas
adversas provocan estrés abiotico en los cultivos, lo que ocasiona factores limitantes de la
disminucion de la productividad agricola. El frio ha afectado el 57% de la superficie terrestre en
el mundo, por lo tanto, lo convierte en un factor ambiental que: disminuye la fotosintesis, aumenta

la permeabilidad de la membrana y afecta las relaciones hidricas en la planta (Meena et al., 2017).



En la actualidad en México se cuenta con genotipos nativos que presentan tolerancia al frio (Javier-
Espinosa, 2016); sin embargo, se desconoce su comportamiento fisiologico y bioquimico. Ademas,
la informacion sobre los mecanismos de tolerancia a bajas temperaturas es escasa, por lo que se
convierte en un tema relevante para el desarrollo y conservacion de materiales nativos tolerantes
al frio y su posible incorporacion en programas de mejoramiento para el desarrollo de materiales

adaptados a bajas temperaturas.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo general

Identificar familias de tomates semicultivados tolerantes a bajas temperaturas en el estado de
plantula y caracterizarlas fisiolégicamente.

1.2.2. Objetivos particulares

Identificar la combinacion de temperatura y tiempo de exposicion en la que las plantulas de tomate

sobreviven en menos del 50%.

Identificar familias de tomate semicultivado contrastantes en sobrevivencia a un chogue térmico

con temperatura letal definida previamente en tomates de variedades comerciales.
Caracterizar fisiologica y bioguimicamente los tomates semicultivados sobrevivientes a
temperaturas bajas.

1.3. HIPOTESIS GENERAL

Existen familias de tomates semicultivados con tolerancia a temperatura baja. La mayor esta
asociada con una menor pérdida de agua en el tejido foliar, menor dafio en el aparato fotosintético

y menor indice de dafio en la permeabilidad de las membranas.
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CAPITULO 1

REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES DEL TOMATE

2.1.1. Origen e importancia econémica

El tomate es originario de América del Sur, a lo largo de la costa y Los Andes hasta el centro de
Ecuador, region que actualmente comprende el norte de Chile, y parte de Bolivia, Per(, Ecuador,
Colombia, Peru vy las Islas Galapagos. En consecuencia, las especies silvestres de tomate crecen
en una variedad de héabitats que van desde el nivel del mar en la costa del Pacifico hasta los 3,300
m de altitud y por tanto, es un centro de variabilidad importante (Bai y Lindhout, 2007;
Bergougnoux, 2014). Sin embargo, la domesticacién y el cultivo se llevaron a cabo por las tribus
indigenas que habitaron México, donde se origind el nombre de tomate (Giordano y Silva, 2000),
lo cual se apoya en las evidencias linguisticas, arqueoldgicas, y etnoboténicas (Rick y Robes, 1975;
Rick, 1978).

El tomate es la segunda hortaliza méas cultivada en el mundo. En 2014, se produjeron 223.47
millones de toneladas en 6 millones de hectareas de superficie cosechada (FAO, 2017). México
ocupd el décimo lugar en produccion de tomate a nivel mundial, aportando el 2.07% de la
produccién mundial (FAO, 2017). En 2016, México produjo 3.35 millones de toneladas en 51,299
hectareas, con un rendimiento promedio de 65.29 t ha. Esta hortaliza se cultiva en todos los
estados y destacan Sinaloa, Michoacéan, Zacatecas, Baja California y San Luis Potosi en el 2016,
con el 57% de la superficie y el 56% de la produccion nacional (SIAP, 2017).

2.1.2. Clasificacion botanica

El nombre boténico latino para la planta de tomate es "planta de amor". Como el tomate pertenece
a la familia de las Solanaceas, conocida como la familia Nightshade "mortal”, en el pasado se le
atribuyo una falsa reputacion de ser toxica. De hecho, la hoja del tomate si es toxica y no la fruta



0 el tomate, que es la parte comestible. En 1753 el tomate fue colocado en el género Solanum por
Linnaeus como Solanum lycopersicum L. (derivacion, 'lyco’, lobo, més 'persicum’, melocoton, es
decir, "melocotdn lobo") (Shukla et al., 2013). Sin embargo, en 1768, Philip Miller reemplazé el
género, y lo llamd Lycopersicon esculentum. Este nombre entré en amplio uso, pero estaba
infringiendo las reglas de nomenclatura de la planta. Técnicamente, la combinacién Lycopersicon
lycopersicum (L.) H. Karst seria correcta, pero este nombre (publicado en 1881) casi nunca se ha
utilizado. Por lo tanto, se decidi6 conservar el bien conocido Lycopersicon esculentum,
convirtiéndolo en el nombre correcto para el tomate cuando se coloca en el género Lycopersicon
(Shukla et al., 2013).

Sin embargo, la evidencia genética (Peralta y Spooner, 2001) ha demostrado ahora que Linnaeus
estaba correcto en la colocacion del tomate en el género Solanum, haciendo que el nombre de
Linnaeus fuera correcto: si las especies de Lycopersicon se excluyen de Solanum, Solanum se deja
como un taxon parafilético. A pesar de esto, es probable que la colocacidn taxondmica exacta del
tomate sea polémica durante algin tiempo, con ambos nombres encontrados en la literatura. En lo

sucesivo en este documento, el nombre cientifico usado sera Solanum lycopersicum L.

2.1.3. Clasificacion taxonémica

El tomate cultivado, Solanum lycopersicum L., pertenece a la diversa familia Solanaceae, que
incluye mas de 3,000 especies, ocupando una amplia variedad de habitats (Knapp, 2002). A pesar
de que hay més de 7,000 variedades de tomates, todos ellos representan sélo una especie de tomate
que se cultiva, S. lycopersicum. Las solanaceas contienen varias especies de uso econémico, como
alimento (tomates, papas, chiles y berenjenas) y como ornamentales (petunias) (Peralta y Spooner
2001, 2005; Spooner et al., 2005; Peralta et al. 2006, 2008).

La clasificacion botanica es como sigue:
Reino: Planta
Subreino: Traqueobionta
Superdivision: Espermatofita
Division: Magnoliofita
Clase: Magnoliopsida



Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum L.

Especie: Solanum lycopersicum L.

2.1.4. Descripcién botanica

La raiz es vigorosa y crece a una profundidad de 50 cm 0 mas. La raiz principal produce raices
densas laterales y adventicias (Naika, 2005).

El tallo es sélido, grueso, velludo y glandular. Su héabito de crecimiento varia de rastrero a erecto

y cuando se cultiva con tutores crece de 2 a 4 m de altura (Naika, 2005).

Las hojas son ovaladas a oblongas, cubiertas de pelos glandulares. La hoja estd dispuesta
espiralmente, su tamafio oscila entre 15 y 50 cm de largo y de 10 a 30 cm de ancho. Aparecen

pequefios pinnados entre los foliolos mas grandes (Naika, 2005).

La flor es bisexual, regular y de 1.5-2 cm de didmetro. El tubo del céliz es corto y peludo, los
sépalos son persistentes. Por lo general, la flor tiene 6 pétalos de hasta 1 cm de longitud, color
amarillo cuando madura, y 6 estambres, y anteras con de color amarillo brillante en el contorno.
El estilo tiene una punta estéril alargada. El ovario es superior y con 2-9 compartimientos. Las
flores principalmente se autopolinizan, pero en parte también presentan polinizacion cruzada. Las
abejas y los abejorros son los polinizadores mas importantes. Las flores se disponen en
inflorescencias de 6 a 12 flores con peciolo de 3-6 cm de longitud. Crecen frente a frente o entre
las hojas (Naika, 2005).

El fruto es una baya carnosa, globular a oblata en forma y de 2-15 cm de diametro. La fruta
inmadura es verde y con tricomas. Los frutos maduros varian de amarillo, naranja a rojo. Por lo

general es redondo, liso o surcado (Naika, 2005).

Las semillas son numerosas, tienen vellosidades, de color marrén claro con 3-5 mm de largo y 2-
4 mm de ancho. El embrion esté enrollado en el endospermo. El peso aproximado de 1000 semillas
es de 2.5-3.5 g (Naika, 2005).
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2.1.5. Requerimientos térmicos del tomate

El cultivo se puede sembrar en diferentes condiciones, pero las mas adecuadas son altitudes hasta
de 1800 m, con baja humedad y alta luminosidad. En regiones con altitudes de 500-900 m, la planta
de tomate puede ser cultivada todo el afio. En altitudes menores de 300 m se cultiva en verano
(Fontes y Silva, 2002). Entre los diversos factores climaticos, la temperatura es primordial. La
temperatura optima es entre 18 y 28 °C porque se presenta mayor tasa de asimilacion neta, es decir,

mayor eficiencia de crecimiento (Jones et al., 1991).

La temperatura es un factor principal que afecta la tasa de desarrollo de la planta (Hatfield y
Prueger, 2015). Su efecto sobre las plantas varia con las especies, las variedades, el estado de
desarrollo, las condiciones climaticas y el estado fitosanitario (Bastida-Tapia, 2006). La
temperatura afecta la fotosintesis, la respiracién, las actividades enzimaéticas, la division y el
crecimiento de las células, la capacidad de absorcién de las raices y la disponibilidad de nutrientes
(Gil-vazquez et al., 2003). En tomate, la temperatura ideal durante la germinacién es de 16-29 °C
(Jones et al., 1991); la temperatura menor de 5 °C y mayor de 40 °C inhibe la germinacion. La
temperatura dptima para el crecimiento del tomate es de 22+7 °C (Bastida-Tapia, 2006); mientras
que para el desarrollo del fruto, el intervalo 6ptimo de temperatura es de 18 a 22 °C (Leopold y
Scott, 1952). Para el cuajado del fruto la temperatura 6ptima es de 24 °C durante el diay 14-17 °C
en la noche. Las altas y bajas temperaturas presentan un efecto negativo sobre la sintesis de
carotenoides en el fruto; el intervalo 6ptimo para la formacion de licopeno se encuentra entre 10 y
30 °C (Vogele, 1937; Went et al., 1942; Rosales, 2008).

La planta detiene su crecimiento entre los 10 y 12 °C y se hiela a -2 °C. Las temperaturas menores
a 6 °C pueden ser mortales para la planta. Sin embargo, existen genotipos silvestres de tomate que

pueden soportar bien temperaturas menores a las anteriormente citadas (Wolf et al., 1986).

Los cultivos solanéceos suculentos como papa, tomate y chile son generalmente mas vulnerables
a las heladas y al dafio por frio. Los genotipos cuentan con cera superficial, pelo epidérmico denso,
escamas protectoras y otras caracteristicas que reducen el dafio por heladas (Nagarajan y
Nagarajan, 2010).
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2.2. TOMATES NATIVOS DE MEXICO

La diversidad de tomate tiene una gran importancia, ya que como mencionan Tucker et al. (2007),
la comunidad del tomate tiene un excelente paquete de recursos genéticos, contando con una
extensa variacion que todavia esta presente y se encuentra en forma aprovechable en las especies

silvestres.

Ademas de las reservas del germoplasma mejorado, una fuente importante de recursos genéticos
se encuentra en poblaciones nativas. Estas poblaciones han sido sometidas a un largo proceso de
modificacion genética por la interaccion directa con factores bidticos (plagas, enfermedades y
malezas), abioticos (salinidad, sequia y otros) y humanos (cultivo, manejo y uso). Esta condicion
les ha permitido jugar un papel importante en la produccién agricola, particularmente en ambientes
marginales, donde los cultivares mejorados pierden sus ventajas competitivas (Camacho-Villa et
al., 2006).

La diversidad encontrada en las poblaciones nativas probablemente se deba a la naturaleza del
proceso de seleccion por parte de los agricultores tradicionales, principalmente mediante seleccion
masal, que estd enfocada a la busqueda de adaptacién a ambientes locales, fisicos, sociales y
culturales (Cleveland et al., 1994). Las numerosas poblaciones criollas, aungue son de uso local o
regional, son muy apreciadas por su mayor calidad organoléptica en relacion con frutos de hibridos

modernos de tomate (Parisi et al., 2008).

En Meéxico la especie S. lycopersicum, incluyendo a la variedad cerasiforme, es la Unica
encontrada, en la que existe una amplia diversidad de formas silvestres y cultivadas. Las formas
silvestre y cultivada de esta especie son encontradas en lugares donde la temperatura y la
disponibilidad de agua son favorables para su desarrollo. Ademas, se encuentran muchas formas
transicionales entre dicha especie y la variedad cerasiforme, asi como también dentro de los

mismos tipos cultivados (Jenkins, 1948).

12



2.3. TEMPERATURAS BAJAS Y HELADAS

2.3.1. Definicién de temperatura baja

La temperatura es una indicacion del contenido de energia térmica de la materia. El contenido de
energia térmica de la planta afecta muchos procesos fisiologicos, y la medicion y control de la
temperatura son fundamentales en todos los estudios bioldgicos (Hicklenton y Heins, 1997). La
temperatura es tan importante que determina la adaptacion de las especies a diferentes lugares dado
que altera diversas funciones vitales. Entre los procesos afectados estan la velocidad de las
reacciones quimicas, los cambios de estado del agua (hielo-liquido-vapor), cambios en la
estructura y actividad de las macro moléculas, las funciones asociadas a la membrana y la actividad

enzimatica (Fernandez y Johnston, 2006).

La temperatura baja (TB) o estrés por frio es otro factor ambiental importante que a menudo afecta
el crecimiento de las plantas y la productividad de los cultivos y que provoca pérdidas sustanciales
en los cultivos (Xin y Browse, 2000; Sanghera et al., 2011). El estrés por frio se puede clasificar
como baja temperatura (<20 °C) y temperaturas de congelacion (<0 °C). Las plantas de clima
templado han desarrollado un repertorio de mecanismos adaptativos, como latencia de la semilla
y de los brotes, sensibilidad al fotoperiodo, vernalizacion, superenfriamiento (prevencion de la
formacion de hielo en las células del parénquima hasta la temperatura homogénea de nucleacion
del hielo, -40 °C). En la aclimatacidn al frio, las plantas adquieren tolerancia a la congelacion por
exposicién previa a temperaturas subdptimas, bajas y superiores a 0 °C (Chinnusamy et al., 2010).
Tanto las temperaturas bajas como las de congelacién se denominan conjuntamente baja o fria: los
dafios causados por el estrés por frio pueden ir desde lesiones por baja temperatura y lesiones por

congelamiento, hasta asfixia y muerte de la planta (Sanghera et al., 2011).

Las heladas son fendmenos meteorologicos que suceden cuando la temperatura de la masa de aire
mas proxima al suelo desciende por debajo de los 0 °C. Las heladas por radiacion se presentan
particularmente en las noches de invierno por una fuerte pérdida radiativa, y suelen acompafarse
de una inversion térmica junto al suelo, donde se presentan los valores minimos, de temperaturas
que puede descender a los 2 °C o ain méas. Desde el punto de vista agroclimatico, es importante
considerar a dicho fenémeno, dados sus efectos en el sector agricola (Engelbert, 1997).
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2.3.2. Sensibilidad de las plantas al frio

Las plantas se agrupan en cuatro categorias de sensibilidad a la congelacion: (1) fragiles; (2)
ligeramente resistentes; (3) moderadamente resistentes; y (4) muy resistentes (Levitt, 1980). Las
plantas fragiles son aquellas que no han desarrollado la evitacion de la congelacién intracelular (i.
e., muchas plantas tropicales). Las plantas ligeramente resistentes incluyen muchos de los arboles
frutales subtropicales, arboles caducifolios, y cultivos horticolas que son sensibles a la baja
temperatura hasta los -5 °C. Las plantas moderadamente resistentes incluyen aquellas que pueden
acumular suficientes solutos para resistir el dafio por temperaturas tan bajas como -10 °C,
principalmente evitando el dafio por deshidratacion, pero son menos capaces de tolerar
temperaturas mas bajas. Las plantas muy resistentes son capaces de evitar la congelacion
intracelular, asi como el dafio debido a la desecacion de las células (Snyder y de Melo-Abreu,
2010). A pesar de que las categorias de sensibilidad a la congelacion dan una informacion general
sobre el frio que un o6rgano de una planta puede tolerar antes de que ocurra el dafio por baja
temperatura, el endurecimiento y el estadio fenoldgico son importantes (Snyder y de Melo-Abreu,
2010).

2.3.3. Clasificacion de las heladas
a) Por su aspecto visual

Atendiendo a la apariencia de los cultivos expuestos a las bajas temperaturas del aire se tienen dos
tipos de heladas: la blanca y la negra. El contenido de humedad en las masas de aire determina
estos tipos de heladas. La helada blanca se origina cuando estas masas de aire son himedas; en

cambio, cuando tienen poco contenido de vapor de agua, se forma la helada negra.

Helada blanca. Para que se presente esta helada es indispensable que el aire cercano al follaje y
las flores tengan temperaturas iguales o menores que 0 °C, de esta manera, el aire alcanza la
temperatura del punto de rocio, ya que con ello existe condensacion y de inmediato el vapor de
agua del aire pasa al estado sélido para formar hielo. Este Gltimo forma capas de color blanco sobre
la superficie de las plantas y en objetos expuestos; se observan principalmente en las mafanas

despejadas y sin viento (Snyder y de Melo-Abreu, 2010).
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Helada negra. Se desarrolla cuando el aire tiene poco vapor de agua (humedad baja) y la
temperatura del punto de rocio es inferior a 0 °C; de modo que existe escasa condensacion y nula
formacion de hielo sobre la planta. Sin embargo, los cultivos son dafiados y al dia siguiente las
plantas presentan una coloracion negruzca, por la congelacion de la savia de las plantas o del agua
de sus tejidos. Este tipo de helada ocurre al congelarse el agua, incrementar su volumen, que deriva
en el rompimiento y quemaduras en el follaje. Estas heladas causan dafios mas severos que las
blancas. Si la temperatura del punto de rocio estd por debajo del punto de congelacion (menor que
0 °C), el vapor de agua que contiene el aire cambia directamente a hielo sin pasar por el estado
liquido, presentandose el proceso llamado sublimacion regresiva o inversa (Snyder y de Melo-
Abreu, 2010).

b) Por la época en que ocurren
De acuerdo con la estacion del afio en que se presentan, se tienen tres clases de heladas:

Heladas primaverales. Este tipo de helada afecta principalmente a los cultivos de ciclo anual
(como el maiz, tomate), cuando se encuentran en la etapa de brotacidn de ramas o con pocos dias

de nacimiento.

Heladas otofiales. También llamadas heladas tempranas, son perjudiciales para los cultivos porque
pueden interrumpir bruscamente el proceso de formacion de botones y flores y la maduracion de
frutos, y por tanto la reduccién de la produccion agricola. Se forman por la llegada de las primeras
masas de aire frio sobre el pais provenientes del Polo Norte, durante los meses de septiembre y

octubre.

Heladas invernales. Se forman durante el invierno si la temperatura ambiente disminuye
notablemente. Estas heladas afectan principalmente a los arboles perennes con frutos y especies
forestales, especialmente cuando se hace mas intenso el frio. Ellas ocurren cuando las plantas se
encuentran en periodo de reposo, lapso en el que las plantas disponen de mayores posibilidades

para soportar bajas temperaturas (Matias et al., 2014).
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c) Por su origen climatolégico

Heladas por radiacion. Son el resultado de la intensa radiacion de onda larga, que provoca la baja
temperatura de la superficie de la tierra debido a la pérdida de energia durante las noches tranquilas
y claras. Estas heladas tienen como caracteristica una inversion de temperatura, donde la
temperatura se incrementa con la altura, y a unos 15 metros sobre el suelo suele ser superior en 4-
5 °C respecto a la temperatura superficial (Dalezios, 2017). Los lugares méas propensos a la
formacion de heladas por radiacion son los valles, las cuencas y las hondonadas proximas a las
montafas. Ello se debe a la acumulacion del aire frio que desciende durante la noche. El aire frio
llega al fondo del valle, mientras que el aire caliente se eleva. Esta situacion favorece la inversion
térmica (Dalezios, 2017).

Helada por adveccidn. Esta clase de heladas se forma cuando llegan grandes masas de aire frio de
origen continental a una region hasta de 100 km?, ubicada en las partes bajas de las montafias, en
las cafiadas o en valles. Se presentan indistintamente en el dia o noche. Estas heladas van
acomparfiadas de vientos moderados a fuertes (velocidades mayores de 15 km/h) y durante ellas no
existe inversion térmica. Los dafios en los cultivos se deben al continuo movimiento de aire frio

sobre ellos, por lo que es muy dificil protegerlos contra las heladas (Matias et al., 2014).

Helada por evaporacién. Las heladas causadas por evaporacion se originan debido a los vientos
secos sobre una superficie himeda, donde la temperatura del viento estd por encima de la
temperatura de congelacion, pero la baja temperatura por debajo de la congelacién se produce
debido a la pérdida de calor latente (Mendoza, 1979).

2.3.4. Elementos meteoroldgicos que afectan la formacion de heladas

El estado de la atmosfera se manifiesta a través de elementos del tiempo, como son temperatura,
precipitacion, humedad, direccion y velocidad del viento, presion atmosférica, nubosidad,
radiacion solar y visibilidad. Estos varian de un lugar a otro y a lo largo del tiempo. Los principales
elementos del tiempo que influyen en la formacion de las heladas son viento, nubosidad, humedad

atmosférica y radiacion solar (Matias, Fuentes y Garcia, 2014).
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Viento: es fundamental para que se desarrolle una helada, pues cuando hay corrientes de aire se
mezcla el aire frio, que se encuentra cercano al suelo, con el més caliente que esta en niveles
superiores, lo que hace mas dificil el desarrollo de una helada por radiacion. Por tanto, una de las
condiciones que favorece la ocurrencia de heladas es la ausencia de viento. La temperatura del aire
disminuye conforme aumenta su distancia con la superficie del suelo. Sin embargo, cuando existe
una inversion térmica la temperatura es mayor conforme aumenta la elevacion. Diversas
condiciones meteoroldgicas producen la inversion térmica; cuando presenta esta, las capas de aire
son arrastradas por otras corrientes descendentes més frias. Este fendmeno se manifiesta en los
valles, principalmente en invierno y esta asociado con los cielos despejados y temperaturas bajas

cercanas a la superficie de la tierra.

Nubosidad: las nubes son extensos conjuntos de pequefias gotas de agua y/o cristales de hielo
suspendidos en el aire. Se forman cuando el vapor de agua presente en el aire llega a los niveles
altos de la atmosfera y se condensa porque la temperatura es mas baja. Cuando el cielo esta cubierto
por nubes, estas disminuyen la pérdida de calor del suelo por radiacion hacia la atmdsfera y
devuelven parte de ese calor a la tierra. Para que ello ocurra, la temperatura del aire en movimiento
debe ser mayor a la del punto de rocio (la temperatura a la cual el aire no admite mas humedad).
Cuando sigue descendiendo la temperatura puede llegar a los 0 °C y el vapor de agua gque contiene
produce una capa delgada de hielo en la superficie de la tierra, que se conoce como escarcha blanca.
Si en lanoche el cielo esta despejado, la pérdida de calor desde la superficie de la tierra es continua.

Asi disminuye el calor de la tierra y con ello se favorece la ocurrencia de las heladas por radiacion.

Humedad atmosférica: cuando disminuye la temperatura a los 0 °C 0 aln mas, y la velocidad del
viento es baja, y el vapor de agua contenido en el aire, se condensa. Si la humedad es abundante,
esta produce una nevada y cuando tiene poco contenido de humedad, se forma la helada. Una alta
humedad atmosférica reduce la posibilidad de ocurrencia de heladas. Cuando se presenta una

helada, sobre los cuerpos de agua en objetos del terreno se pueden formar varias capas de hielo.

Radiacion solar: la fuente principal de la energia que recibe la atmdsfera terrestre es el sol. En el
interior del sol ocurre la fusion nuclear: dos ndcleos de hidrogeno se fusionan y dan origen a uno
de helio y se produce una pérdida de masa que se transforma en energia. Esta energia del sol se

transfiere al exterior como ondas electromagnéticas (la radiacion solar). Una cantidad de radiacion
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solar es absorbida por la superficie de la tierra y otra es devuelta desde su superficie a la atmosfera
(radiacion reflejada). Durante el dia, el suelo retiene el calor y durante la noche lo pierde; estos
procesos dependen de la nubosidad y viento que existan sobre ciertas regiones del planeta. Cuando
los dias son mas cortos y las noches mas largas, aumenta la ocurrencia de heladas, pues por ello
existe menor acumulacion de calor en el suelo y mayor tiempo para que el suelo irradie la energia

a la atmosfera (Snyder y de Melo-Abreu, 2010).

2.4. TOMATES SILVESTRES TOLERANTES A TEMPERATURAS BAJAS

El tomate es tipico de un gran grupo de plantas cultivadas, cuya variacion genética se ha visto
gravemente agotada durante la domesticacion y la generacion de nuevas variedades. Estas
observaciones se aplican a los cultivos en gran parte auto polinizados fuera de su area natural
(Rick, 1986). El desgaste extremo de la variabilidad genética, tal como se ha analizado por las
aloenzimas, se ha encontrado en los cultivares mas antiguos de Europa y Norteamérica. Por otro
lado, se encuentran niveles mas altos de variabilidad genética en los cultivares primitivos en las
regiones de origen de Lycopersicon y mucho mas en las especies silvestres (Rick y Fobes, 1975;
Rick, 1976).

Se ha demostrado que variantes existentes de S. hirsutum en altitudes de 3000-3200 m poseen
tolerancia a la baja temperatura, y sirven como fuente de germoplasma para diversos programas
de mejoramiento. Sus respuestas en diferentes etapas de crecimiento no estan necesariamente
correlacionadas; ya que algunas accesiones que funcionan bien en una etapa pueden no hacerlo en
otra (Herner y Kamps, 1983; Kemp, 1968).

Posiblemente especies como S. lycopersicoides, S. rickii y S. chilense crecen en sitios aln mas
frios que S. hirsutum, y de hecho, S. lycopersicoides ha demostrado mayor tolerancia a baja
temperatura (Rick, 1986).

Los genotipos de tomate con tolerancia al frio pueden brindar una serie de ventajas para el cultivo.
Por ejemplo, mayor rapidez de crecimiento, lo que se podria convertir en mayor precocidad,
adaptabilidad, uso eficiente del agua, y mejor rendimiento y calidad en comparacién con

variedades sin resistencia al frio (Foolad y Lin, 2001).
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2.5. EFECTOS DE LA TEMPERATURA BAJA EN LAS PLANTAS

Los efectos de las temperaturas bajas (TB) varian de una especie a otra. EIl tiempo de exposicion
y la temperatura a la que es expuesta la especie influyen de manera importante en la fisiologia de
cualquier planta. Sin embargo, la aparicion de sintomas de lesion depende de la sensibilidad de
una planta al estrés por frio y varia de planta a planta. La lesion inducida por el estrés por frio en

las plantas puede aparecer despues de 48 a 72 h de exposicion al estrés (Shilpi y Narendra, 2005).

Chanta et al. (2015) mencionan que cuando las plantas que crecen a temperaturas relativamente
calidas (25 a 35 °C), se exponen a temperatura baja de 10-15 °C, ocurre dafio por frio: el
crecimiento se desacelera, aparece decoloracion o lesiones en las hojas y el follaje. Si la

temperatura de las raices baja, las plantas pueden marchitarse.

Segln Skog (1998), el potencial de los sintomas de dafio por frio pueden ser lesiones superficiales,
pérdida de agua, desecacion o arrugamiento, decoloracion interna, descomposicion del tejido,
interrupcién del fruto para madurar, maduracion irregular o lenta, senescencia acelerada y la
produccién de etileno, acortamiento del almacenamiento o vida de anaquel, cambios en la
composicion, pérdida de crecimiento o capacidad de brotacién, marchitamiento y el aumento en la
pudricion debido a la fuga de los metabolitos de la planta, que fomentan el crecimiento de

microorganismos, especialmente hongos.

Un efecto caracteristico de las temperaturas bajas en las plantas sensibles es la desaceleracion del
crecimiento. El efecto es mas pronunciado en las especies y variedades sensibles en comparacion
con las especies tolerantes (Ting et al., 1991; Rab y Saltveit, 1996a; Venema et al., 1999). Ademas,
se presenta un retraso en el desarrollo y se alarga la temporada del cultivo (Skrudlik y Koscielniak,
1996). Al mismo tiempo, se retrasa la diferenciacion apical, se reduce el namero de 6rganos de la
planta, cambia la estructura de las raices, flores y frutos y se reduce el llenado de las semillas (Buis
et al., 1988, Barlow y Adam, 1989; Rab y Saltveit, 1996b; Skrudlik y Koscielniak, 1996; Lejeune
y Bernier, 1996).

Las TB causan cambios citofisioldgicos en las plantas sensibles que se manifiestan como maltiples
desorganizaciones ultraestructurales de las células (Kratsch y Wise, 2000). El efecto dafiino de frio

es a menudo la destruccion de las membranas de las células, lo que lleva a la pérdida de la
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compartimentacion celular (Gutiérrez et al., 1992). Se ha demostrado hinchazén y ruptura del
plasmalema, destruccidon del reticulo endoplasmatico y las vesiculas de las membranas y cambios
en el aparato de Golgi (Tao et al., 1991; Marangoni et al., 1990; Yoshida et al., 1989). Tras la baja
temperatura, la mayor parte de cambios notables se muestran en la estructura de las mitocondrias
su hinchazon y degeneracion (Gutiérrez et al., 1992), el acortamiento de crestas y una disminucién
de su numero, que deberia conducir a una reduccion de la fosforilacion oxidativa (Desantis et al.,
1999; Yinetal., 2009). Las temperaturas frias también perturban la formacion de plastidios, causan
hinchazon y cambios estructurales en los cloroplastos, destruccion de las membranas de los
cloroplastos, desintegracion de grana y la reduccion del nimero de ribosomas (Ikeda y Toyama,
1987).

2.5.1. Efectos fisioldgicos

a) Fotosintesis, intercambio de gases y fluorescencia de clorofila a

La fotosintesis se reduce dramaticamente en toda la planta después de su exposicion a temperaturas
nocturnas frias, es decir, de 1 a 12 °C por un periodo de 12 a 24 horas (Bjorn et al., 1981). La tasa
de fotosintesis se reduce fuertemente por debajo de 18 °C (Ramalho et al., 2003), mientras que,
temperaturas alrededor de 4 °C reducen drasticamente el rendimiento fotosintético (Silva et al.,
2004). La temperatura baja (1-10 °C) afecta directamente el sistema fotosintético de las plantas
tropicales y subtropicales. Sus efectos varian dependiendo de si se presenta en luz u oscuridad. La
respuesta de la fotosintesis a baja temperatura en luz ha sido ampliamente estudiada utilizando
diferentes técnicas (Bruggemann et al., 1992; Hu et al., 2008), y sus efectos son tipicamente
mayores Y, por lo tanto, probablemente enmascara los efectos inducidos por las bajas temperaturas

solas.

Las TB pueden alterar los organelos clave de la fotosintesis, incluyendo cloroplasto y membranas
tilacoidales, provoca aumento de volumen de plastidios y laminillas tilacoidales, vesiculacion de
los tilacoides, acumulacion de gotas de lipidos y, en ultima instancia, desorganizacion completa
del plastidio (Kratsch y Wise, 2000; Ishikawa, 1996).
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La TB también interrumpe los sistemas incluyendo el transporte de electrones, el metabolismo del
ciclo del carbono y conductancia estomatica (gs). En medio del aparato fotosintético, el PSlI es el
principalmente dafiado por el estrés a temperaturas bajas. Ademas, la TB reduce la actividad
enzimatica de asimilacion del carbono y estromal; tal es el caso de la ATP sintasa, enzima del
Ciclo de Calvin, y restringe la regeneracion de Rubisco y limita la fotofosforilacion (Allen y Ort,
2001). Otro impacto de la exposicion a temperaturas bajas es la disminucion de la exportacion de
carbono de las hojas, lo que resulta en la acumulacién de carbohidratos solubles (Strand et al.,
2003).

Las especies tolerantes al frio como trigo y espinaca tienen la capacidad de mantener la tasa de
asimilacion de CO; alta, mientras que las especies sensibles al frio no tienen esta capacidad
(Yamori et al., 2010). Gusta y Wisniewski (2013) indicaron que la energia es un factor esencial
para impulsar la aclimatacion y que los azUcares tienen efectos importantes sobre la tolerancia a la
congelacién de las plantas, ademas de la capacidad de recuperacion de la fotosintesis bajo
condiciones de estrés. Dahal et al. (2012) reportaron una correlacion significativa entre la
acumulacion de azUcares y el desarrollo de la tolerancia al frio en las plantas. EI momento de la
aclimatacion y desactivacion al frio, el inicio y cancelacion de la latencia, asi como el momento
de la produccion de los brotes, desempefian un papel integral en el ciclo de vida de las plantas
lefiosas y su adaptacion al ambiente externo (Rios et al., 2014; Wisniewski et al., 2015). Varios
cambios fisiologicos y bioldgicos se producen durante la aclimatacion al frio, comenzando con
una reduccién de la tasa de crecimiento y el contenido de agua de diversos tejidos vegetales (Levitt,
1980). A traves del proceso de aclimatacion al frio, la reprogramacion de la expresion génica y
diversas modificaciones en el metabolismo tienen lugar (Chinnusamy et al., 2010). La
aclimatacion también induce un aumento en la produccidn de antioxidantes, acido abscisico (ABA)
y osmolitos compatibles tales como azlcares solubles y prolina (Lynch y Steponkus 1987; Koster
y Lynch 1992; Chen y otros 1993; Kishitani et al., 1994; Uemura y Steponkus 1994; Murelli et
al., 1995; Nomura et al., 1995; Dorffling et al., 1997; Tao et al., 1998).

Sin embargo, el aumento de la tolerancia al frio obtenido por aclimatacion no es estatico. Depende
de la estacion y se pierde rapidamente cuando las plantas se exponen a temperaturas calidas
(desaclimatacién). Wanner y Junttila (1999) también reportaron que la aclimatacion al frio es un

proceso que requiere actividad fotosintética. La luz juega un papel importante en la aclimatacion
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al frio y se requiere intensidad luminica moderada a alta para un proceso suficiente de aclimatacion
al frio. Ivanov et al. (2012) reportaron que la intensidad de la luz y la temperatura ambiente podrian
integrarse en la alternancia de los electrones en los cloroplastos que induce a la via de tranduccién
de sefales, y el balance energético en los cloroplastos podria desempefiar un papel en la deteccion
de la temperatura ambiente. Sin embargo, una sefial en el plastidio contribuye al ritmo de la
expresion de factores de transcripcion (CBF: C-repeat Binding Factor) y paralelamente la

expresion de genes de respuesta al frio (COR: Cold Responsive) (Norén et al., 2016).

El proceso fotosintético se inicia cuando la luz es absorbida por los pigmentos fotosintéticos
(basicamente clorofila a, b y carotenoides) de los complejos antena de la membrana fotosintética.
Parte de la energia absorbida es transferida como energia de excitacion y atrapada por el centro de
reaccion, en donde es utilizada para hacer trabajo quimicamente Util, y la otra parte es disipada
principalmente por calor y en menor grado reemitida como energia luminosa de menor energia
(fluorescencia). Esta distribucion de la energia en los tres procesos ocurre simultaneamente, de tal
forma que el incremento de uno de ellos, resultara en la disminucién de los otros dos. Por lo tanto,
a través de la medicion de la fluorescencia de la clorofila a se puede obtener informacion de la
eficiencia fotoquimica y disipacion térmica de la energia absorbida (Maxwell y Johnson, 2000).

b) Membranas celulares en las plantas

El dafio de membrana en las células vegetales se sabe que ocurre en virtud de diversos tipos de
estrés ambientales. Los valores de fuga de solutos han sido utilizados para monitorear los dafios
resultantes de la congelacion, refrigeracion, desecacién, choque osmético y tratamiento de tolueno
(Siminovitch et al., 1964). Mediante el estudio de la dinamica de la pérdida de solutos, se puede
estimar no sélo la extension del dafio, sino también el momento de dafio y reparacion, asi como
las condiciones que causaron el dafio. En el caso de dafio por frio, se ha supuesto que la temperatura

baja per se es una condicion de estrés que provoca fugas (Willing y Leopold, 1983).

La permeabilidad de la membrana aumenta la fuga de iones, permite la entrada de aniones y
cationes indeseables en la célula, obstruye el intercambio de iones esenciales, dificulta la 6smosis
y los procesos de difusion, entre otros. Todos los fenOmenos son responsables de interrumpir la
homeostasis celular (Farooq et al., 2009). La conversion del agua celular en hielo es una razon

importante para la rotura celular por estrés por frio. Al principio, la formacion de hielo ocurre en
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el apoplasto con baja concentracion de solutos, esto crea un diferencial de potencial hidrico entre
citoplasma y el apoplasto y resulta en la migracién de agua citoplasmatica o citosolica no
congelada al apoplasto. Esta agua da una presion que es la causa de la ampliacion de los cristales
de hielo existente y la presion hacia la pared y la membrana celulares que conduce a la ruptura
celular (Mckersie y Bowley, 1997; Olien y Smith, 1997).

c) Contenido relativo de agua (CRA)

La mayoria de las plantas herbaceas poseen en su composicion del 80 al 90% de agua en peso
fresco. El agua realiza las siguientes funciones: a) responsable del mantenimiento de la turgencia
en la planta, permitiendo que las partes verdes permanezcan sin marchitarse; b) es el vehiculo de
que se valen los solutos celulares para moverse de una parte a otra de la planta, ya que es un
excelente disolvente e interviene en reacciones como la fotosintesis; y ¢) como regulador térmico,
interviene en la traspiracion, frenando el calentamiento excesivo de los 6rganos vegetales cuando
estan expuestos a la radiacion solar. Para saber el estado hidrico de las plantas, es decir el grado
de marchitez, o bien la turgencia de un tejido vegetal, se recurre al parametro CRA (Contenido

Relativo de Agua) referido a la méxima turgencia (Vela, 1998).

El contenido de agua relativo de la hoja se usa cominmente para describir el estado del agua de la
planta en un momento dado (Stocker, 1929; Barrs, 1968; Kramer, 1969). Es una variable sensible,
que responde rapidamente a condiciones ambientales tales como temperatura, luz, humedad y
suministro de agua (Slatyer, 1962). EI CRA se correlaciona estrechamente con las actividades
fisiologicas de una planta y del estado del agua en el suelo (Munné-Bosch y Pefiuelas, 2004; Ozkur

et al., 2009) y es un rasgo confiable.

Existen importantes diferencias entre especies en el grado de tolerancia a los distintos ambientes,
es dificil establecer parametros objetivos que definan al estrés y su magnitud en forma general. Sin
embargo, a pesar de las limitaciones sefialadas (Schulte, 1992), es claro que el potencial hidrico y

el CRA son las formas mas objetivas de cuantificar el estatus hidrico de la planta (Hsiao, 1973).

So6lo con el fin de poder comparar diferentes estudios, Hsiao (1973) definio tres grados de estreés:
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e Estrés leve: disminucién del CRA en un 8-10 % respecto a plantas bien regadas bajo leve

demanda evaporativa.
e Estrés moderado: disminucion del CRA entre un 10 y un 20%.

e Estrés severo: disminucion del CRA mayor a un 20%.

2.5.2. Efectos en variables bioquimicas

a) Acido salicilico

El acido salicilico (SA) es un compuesto fenolico de siete carbonos que esta presente naturalmente

y es una molécula de sefializacion sintetizada enddégenamente en plantas.

La via del &cido shikimico y la via del acido maldnico son las dos principales vias que se sabe
estan implicadas en la sintesis de compuestos fendlicos de las plantas. La via del acido shikimico
participa en la biosintesis de la mayoria de los compuestos fenolicos vegetales. Simplemente
convierte los precursores de carbohidratos simples derivados de la glucdlisis y la via de las
pentosas fosfato a los aminoacidos aromaticos incluyendo el precursor de SA, fenilalanina
(Herrmann y Weaver, 1999). La via mas comun en las plantas para la sintesis de SA es la via de
fenilalanina. El acido cinamico se produce a partir de fenilalanina por la acciéon de la enzima
fenilalanina amoniolasa (PAL). El &cido cindmico es hidroxilado para formar &cido cumaérico
seguido de la oxidacion de la cadena lateral, y ademas hidroxilado forma el acido salicilico. En la
tercera via, la biosintesis de SA en plantas ha sido reportada de acido shikimico, a través del &cido

coranico y acido cumarico (Horvath et al., 2007; An'y Mou, 2011).

El &cido salicilico se encuentra naturalmente en las plantas, y desempefia un papel importante en
el crecimiento y tolerancia al estrés (Noreen et al., 2009; Purcarea y Cachita-Cosma, 2010).
Participa también en las sefiales internas que regulan la respuesta defensiva de las plantas frente a
plagas y patdgenos (Girling et al., 2008) y a factores abioticos (Khan et al., 2010; Ogawa et al.,
2010). ElI SA se acumula en los tejidos de las plantas bajo el impacto de factores abioticos
desfavorables, contribuyendo al aumento de la resistencia de las plantas a la salinizacion (Ding et

al., 2002). Existen pruebas de que esta hormona regula procesos tales como germinacién de la

24



semilla, crecimiento vegetativo, fotosintesis, respiracion, termogeénesis, formacion de flores,
produccién de semillas, senescencia y un tipo de muerte celular que no esta asociado con la
respuesta de hipersensibilidad. Ademas, el SA puede desempefiar un papel en el mantenimiento
de la homeostasis celular de las reacciones redox a través de la regulaciéon de la actividad
enzimatica antioxidante y la induccion de la via respiratoria alternativa (Rivas-San Vicente y
Plasencia, 2011).

2.5.3. Mecanismos para minimizar los dafios por bajas temperaturas en plantas

Las temperaturas bajas son uno de los estreses abidticos méas dafiinos que afectan a las plantas. Las
plantas se han adaptado a las variaciones de la temperatura mediante un ajuste de su metabolismo
durante otofio, aumentando su contenido de una gama de compuestos crioprotectores para
maximizar su tolerancia al frio (Ramakrishna y Aswathanarayana, 2011). En el proceso de
criopreservacion, los cambios ambientales, incluyendo las lesiones osméticas, la desecacion y la
temperatura baja pueden imponer una serie de resistencias en las plantas. Durante el inverno, el
metabolismo de las plantas se redirige hacia la sintesis de moléculas crioprotectoras tales como:
azucares alcohol (sorbitol, ribitol, inositol) azucares solubles (sacarosa, rafinosa, estaquiosa,
verbascosa), y compuestos nitrogenados de bajo peso molecular (prolina, glicina, betaina) (Janska
et al., 2010). Las temperaturas bajas aumentan la produccién de compuestos fenolicos y su

posterior incorporacion en la pared celular, ya sea como suberina o lignina (Griffith y Yaish, 2004).

2.6. CUANTIFICACION DEL DANO POR BAJAS TEMPERATURAS

No hay una forma universal de caracterizar el grado de estrés térmico que sufre una planta
(Tambussi, 2004). Sin embargo, una de los principales centros de atencion en la cuantificacion del
estrés por frio son las membranas celulares Una forma de evaluar el grado de dafio es la medicién
de la liberacion de iones mediante conductividad eléctrica de los tejidos o la fuga de varios
compuestos de las células (Lee et al., 1997; Sutka, 2003). Otras formas de uso bastante extendido
son la estimacion de algan indicador de dafio (pérdida de clorofila, necrosis, muerte de plantas)
(Janowiak y Dorffling, 1996).
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En los estudios de fotoinhibicion asociada a las temperaturas bajas, actualmente la forma mas
utilizada para cuantificar el grado de dafio en el aparato fotosintético es la medicion del
rendimiento cuéntico maximo del PSII (Fv/Fm en hojas aclimatadas tanto a oscuridad como a luz)
(Tsonev et al., 2003).

La tolerancia al frio se determina exponiendo las plantas a una temperatura lo suficientemente baja
como para causar dafio y determinando ya sea la temperatura que causa la muerte del 50% de las
plantas (LTso) 0 el porcentaje de plantas sobrevivientes. La comparacion de la capacidad de las
plantas para el rebrote después de un periodo de recuperacion también son métodos ampliamente
utilizados (Sutka, 2003).
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CAPITULO 111

EFECTO DE BAJAS TEMPERATURAS EN TOMATES COMERCIALES Y
SEMICULTIVADQOS

3.1. RESUMEN

Las condiciones climéticas adversas inducen estrés abidtico en las plantas y como consecuencia
limitan la produccion de cultivos importantes como tomate, papa y chile, por tal motivo, el
desarrollo de materiales capaces de tolerar condiciones desfavorables realza su investigacion. El
presente estudio se realiz6 con el objetivo de encontrar los umbrales de intensidad y duracion de
un evento de baja temperatura, en el cual las plantulas son capaces de tolerar el dafio por frio, este
trabajo se divididé en dos fases, en la primera fase se identificd la temperatura y tiempo de
exposicion letal que resisten las plantulas. Los tratamientos fueron -2 °C (2 h), -2 °C (4 h), -3 °C
(2 h) y -4 °C (2 h), de cuatro hibridos comerciales, se cuantificd el porcentaje de sobrevivencia 'y
la temperatura de la hoja. En la segunda fase, se aplico el umbral de intensidad y duracion que se
eligio en base al tratamiento que permiti6 menos del 50% de sobrevivencia en los materiales
comerciales. El tratamiento seleccionado en la primera fase -4 °C (2 h), se evalu6 en 14 genotipos
de tomates semicultivados. Los resultados muestran que la temperatura y tiempo de exposicion
afectan la sobrevivencia de las plantulas de tomate, pues la exposicion a -2°C (2 h) causo el mayor
porcentaje de sobrevivencia 88, mientras que -4 °C (2 h) produjo el menor porcentaje 34 de
sobrevivencia en variedades comerciales. EI comportamiento de la sobrevivencia a -4 °C durante
2 h produjo 61% de sobrevivencia en las familias de tomate semicultivado mientras que el
porcentaje de sobrevivencia para variedades comerciales fue de 34. La temperatura foliar fue
mayor que la temperatura del aire tanto en variedades comerciales como en familias de tomate

semicultivado.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, temperatura foliar, estrés por frio, sobrevivencia e

intervalo de temperatura y tiempo.
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3.2. INTRODUCCION

Entre los diversos tipos de estrés ambiental, la baja temperatura es uno de los factores mas
importantes que limitan la productividad y la distribucion geografica de muchas especies,
incluyendo importantes cultivos agricolas (Allen y Ort, 2001). El término bajas temperaturas se
refiere al intervalo entre 0y 15 °C que no es de congelacion; las temperaturas en este intervalo son
comunes en la naturaleza y pueden dafiar muchas especies de plantas (Theocharis et al., 2012).
Con el fin de hacer frente a tales condiciones, varias especies de plantas tienen la capacidad de
aumentar su grado de tolerancia a las bajas temperaturas que no son de congelacion, y a este
fendmeno se le conoce como aclimatacién al frio (Theocharis et al., 2012). Por otro lado, la
tolerancia al frio es la capacidad de una planta para tolerar temperaturas bajas (0-15 °C) sin lesiones
o dafios (Somerville, 1995). Tanto la aclimatacion y como la tolerancia al frio implican una serie
de procesos bioquimicos, metabdlicos y moleculares (Thomashow, 1999; Larkindale et al., 2005;
Kotak et al., 2007; Zhu et al., 2007). Las especies que presentan lesiones visuales a temperaturas
por encima de 15 °C se denominan muy sensibles al frio (Raison y Lyons, 1986). Un namero de
plantas tropicales y subtropicales, tales como arroz, maiz, tomate, pepino, algodén, soya, etc., que
crecen en las latitudes més altas no han adquirido una resistencia sustancial al frio, a pesar de la

larga historia de cultivo en regiones templadas (Lukatkin et al., 2012).

El tomate (Solanum lycopersicum) es una hortaliza de clima calido. La condicién dptima para los
procesos de floracion, cuajado y fructificacién son temperaturas diurnas entre 23-25 °C,
temperaturas nocturnas entre 14-17 °C, humedad relativa de 70% e intensidad luminosa elevada.
Las condiciones ambientales diferentes a las antes mencionadas pueden causar problemas en la
culminacion de dichos procesos. Asi, temperaturas superiores a 30 °C reducen el cuajado e inhiben
el desarrollo del color normal del fruto y temperaturas inferiores a 10 °C retrasan la germinacion
de semillas, inhiben el desarrollo vegetativo, reducen el cuajado de los frutos y afectan

negativamente la maduracion del fruto (Castellanos et al., 2009).

Las plantas sensibles a bajas temperaturas al ser expuestas a frio suelen mostrar sintomas de
escasez de agua debido a la disminucion de la conductancia hidraulica de la raiz a las hojas vy al
descenso de los potenciales de turgencia (Aroca et al., 2003), lo cual parece estar relacionado con

la disminucion de la respiracién (Taiz y Zeiger, 2002). La baja temperatura afecta a las plantas en
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cada etapa de su ciclo de vida a partir de la germinacién hasta la madurez. El dafio por frio es un
problema grave durante la germinacion y el crecimiento de plantulas en muchas especies. Por
ejemplo, la temperatura 6ptima para la germinacion de semillas de arroz es entre 20 y 35 °C, en
tanto que la temperatura de 10 °C se cita como el valor minimo critico por debajo del cual el arroz
no germina (Yoshida, 1981). Hay muchos informes sobre correlacion positiva entre la germinacion
en baja temperatura y el desarrollo de las raices en una etapa temprana; y entre la germinacion a

baja temperatura y el establecimiento de las plantulas (Nahar et al., 2012).

Kratsch y Wise (2000) sefialan que la severidad del dafio por las bajas temperaturas esté en funcion
de variables, como la intensidad luminica y el tiempo de exposicion a bajas temperaturas, ademas
de la especie. Los sintomas por este tipo de estrés son similares en muchas especies, incluido el
tomate. La edad de la planta juega un rol importante en la capacidad de resistir al estrés, viéndose
incrementada su tolerancia a medida que avanza en edad (Tadeo, 2000). La resistencia al frio se
determina exponiendo las plantas a una temperatura lo suficientemente baja como para causar dafo
y determinando la temperatura que causa la muerte del 50% de las plantas (LTso) o el porcentaje

de plantas que sobreviven (Sutka, 2003).

Para evitar la disminucion del rendimiento debido a bajas temperaturas, la produccién de tomate
en invernadero se ha convertido en crucial. No obstante, los altos costos de energia requeridos para
la calefaccidn del invernadero, el aumento de los precios de la energia y el interés ambiental sobre
la emision de CO2 durante la combustion de combustibles fosiles estan forzando a la industria de
invernadero a mejorar su eficiencia energética y a buscar enfoques alternativos para mejorar la
tolerancia de las plantas (Ntatsi et al., 2014). Un aumento en la tolerancia podria reducir
considerablemente el costo del combustible (Venema et al., 2008) y minimizar las pérdidas de la
produccion en regiones frias donde no se cuentan con alta tecnologia (invernaderos) y se produce
a campo abierto. La reduccion de 1 °C en la temperatura 6ptima conduciria a un ahorro del 8% en
los costos de energéticos (Elings et al., 2005). Una posible estrategia seria la introduccién de
nuevos cultivares tolerantes. Desafortunadamente, la muy baja diversidad genética de los
cultivares existentes (Venema et al., 2008) en combinaciédn con las limitaciones en la metodologia

de mejoramiento ha llevado a este enfoque a fallar hasta la fecha.
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La familia Solanaceae incluye muchos parientes silvestres de la especie de tomate cultivada S.
lycopersicum con diferentes grados de tolerancia a las tensiones bioticas y abioticas. Sin embargo,
S. lycopersicum se caracteriza por una baja diversidad de genotipos con respuestas al estrés por
frio (Schwarz et al., 2010). Javier-Espinosa (2016) determind que tres colectas de tomate silvestre
tipo Cherry presentan tolerancia al frio a una temperatura congelante de -8°C y dicha tolerancia
estd asociada con su origen genético. La sobrevivencia se comporto inversamente proporcional al

tiempo de exposicion.

Por tales razones, se considera la necesidad de aprovechar los recursos genéticos nativos. Sin
embargo, se desconocen la temperatura y tiempo de exposicion que ocasionan dafio por frio. Para
ello se caracteriz6 el comportamiento de una camara prototipo para aplicar bajas temperaturas y
conocer Yy evaluar las fluctuaciones de temperatura y posteriormente precisar la estabilidad de la
temperatura para su uso como un equipo confiable en la evaluacion de la intensidad y duracién del
estrés térmico. Por lo anterior, los objetivos de este estudio fueron caracterizar la estabilidad
térmica de una camara de para aplicar bajas temperaturas, identificar la combinacion de
temperatura y tiempo de exposicion en la que las plantulas de tomate sobreviven menos del 50%,
e identificar las familias de tomate semicultivado contrastantes en sobrevivencia a un choque
térmico con temperatura letal definida previamente en tomates comerciales, bajo la hipotesis de
gue al menos algunas familias presentan mayor sobrevivencia que los tomates comerciales cuando

se exponen a las mismas condiciones de baja temperatura.

3.3. MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Descripcién de la cAmara

Se utilizé una cdmara prototipo Modelo M1212 (Manufacturas Ind. Universo, México, 2013). Las
dimensiones interiores son 92 cm de ancho, 92 cm de largo y 95 cm de altura, y las paredes tienen
6.35 cm de fibra de vidrio como aislante térmico. La baja temperatura se logra con un compresor?
(Danfoss® Mod. SC15CLX.2, 115V~60Hz, 1 HP, R404A/R507; http://www.danfoss.mx) y un

sistema de aire forzado en el interior (Figura 3.1). El control de la cAmara permite programar la

! http:/ffiles.danfoss.com/technicalinfo/dila/06/SC15CLX2_R404A-R507_115V_60Hz_10-03_Cj54i222.pdf;
1/08/2017
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temperatura inicial (°C), la duracién de la temperatura inicial (min), la velocidad de descenso de
la temperatura por hora (°C h%), el tiempo de duracion de la rampa de descenso de la temperatura
(min), la temperatura final (°C), el tiempo de duracién de la temperatura final (min), la histéresis
(diferencia de temperatura para encender y apagar la refrigeracion, se mantuvo constante en + 0.5

°C) y la frecuencia (min) de registro de datos de temperatura (se mantuvo constante en 5 min).

Figura 3.1. Camara de baja temperatura modelo M1212 (Manufacturas Ind. Universo, México,
2013).

3.3.2. Caracterizacion de la cAmara prototipo

Para conocer la estabilidad de la temperatura del aire dentro de la camara sin plantas, se hicieron
mediciones de temperatura en dos sentidos: a diferentes alturas y a una misma altura en varias
secciones, para cubrir de manera general el volumen de la camara. La camara se programo y la
temperatura se registré cada 5 min con sensores de temperatura con precision £ 0.35 °C de 0 a 50
°C conectados a un almacenador de datos (data logger) modelo U12-012 (Onset® HOBO®). Para
medir la variacion en el sentido vertical, se colocaron seis sensores al centro de la cAmara a
diferentes alturas (desde 15 y hasta 90 cm con intervalos de 10 a 15 cm) durante 3 d. La medicion
en sentido horizontal se hizo a 30 cm, que corresponde a la altura aproximada del dosel de plantulas
de tomate y se colocaron ocho sensores durante 3 d. Cada dia se considerd una repeticion. La

temperatura final fue de 2 °C para las diferentes alturas, y de 1 °C para los sensores colocados a la
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misma altura. Los parametros de medicion fueron: temperatura inicial: 10 °C, duracion de la
temperatura inicial: 120 min, velocidad de descenso de la temperatura: 2 °C h%, tiempo de duracion
de la rampa de descenso de la temperatura: 240 min, tiempo de duracion de la temperatura final:
120 min.

3.3.3. Determinacion de umbrales de temperatura letal

Para determinar el intervalo de temperatura y tiempo de exposicion letal, plantulas de tomate se
sometieron a cuatro condiciones de temperatura y tiempo exposicién: 1) -2 °C durante 2 h; 2) -2
°C durante 4 h; 3) -3 °C durante 2 h y 4) -4 °C durante 2 h, en ausencia de luz.

En la primera fase se utilizaron plantulas de dos hibridos y dos variedades comerciales: El Cid F1,
Eterno F1, Rio Grande y Floradade (Cuadro 3.1). Se usaron plantulas en un estado de 5-6 hojas
verdaderas. Las semillas fueron sembradas en charolas de unicel de 77 cavidades (170 cm? por
cavidad), con turba orgénica (‘peat moss’) como sustrato; se regaron solo con agua hasta la
aparicion de la primera hoja verdadera y posteriormente se fertilizaron cada dos dias con solucion
nutritiva (Ultrasol® inicial, 0.75 g L%).

Cuadro 3.1. Tipo de fruto y habito de crecimiento de las variedades comerciales.

Variedad Empresa Tipo de fruto Habito de crecimiento
Floradade Agrosad Bola Determinado

Rio Grande Battle Saladette Determinado

ElICID F1 Harris Moran Saladette Indeterminado

Eterno F1 Caloro Saladette Indeterminado

Con la temperatura seleccionada en la primera fase (-4 °C durante 2 h), se evaluaron 18 familias
de tomate semicultivado, colectadas en los estados de Puebla y Guerrero (Centro Sur de México)
en el proyecto "Valoracion Integral de la Diversidad de Poblaciones Nativas de Jitomate Mexicano
(Lycopersicon esculentum Mill.)” liderado por el Dr. Porfirio Ramirez Vallejo'. Las familias
fueron identificadas como: 94-2(1), 83-2, 127-2, 56-1, 119-6, 97-8, 131-2, 129-1, 130-1, 102-2,
92-2,100-1, 90-1, 65-1, 55-1, 53-2, 78-2, 130-2. Las plantulas fueron crecidas como fue descrito
anteriormente, pero en charolas de plastico de 50 cavidades, con 55 cm?® de volumen por cavidad.
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3.3.4. Variables evaluadas

En la camara, se registraron las temperaturas del aire en los diferentes puntos de interés, y se

registro la temperatura a la salida del sistema de aire forzado.
En las plantas se midieron las siguientes variables:

Porcentaje de sobrevivencia. Se cuantifico el nimero de plantas vivas por cada genotipo después

de la exposicion de baja temperatura.

Temperatura de la hoja. La temperatura de la hoja se registré con un termopar tipo T (Onset®
HOBO®). La sonda se colocd en contacto con el haz de la hoja, en la segunda hoja de arriba hacia

abajo. La temperatura se registré cada 5 min.

Temperatura del aire a nivel del dosel. Se midi6 dentro de la camara durante el tratamiento de las
plantulas, con un sensor de temperatura (Onset® HOBO® U12-012) colocado a la altura del dosel.
La temperatura se registrd cada 5 min.

3.3.5. Disefio experimental y analisis estadistico

Para la caracterizacion de la camara, se analizd la temperatura registrada una vez que la camara
alcanz6 la temperatura objetivo. Se calcularon promedios y desviaciones estandar de la
temperatura de la camara, para cada punto registrado. También se hizo una prueba de medias entre

los diferentes puntos medidos.

El primer experimento con las plantas, se analiz6 como un disefio factorial (cuatro variedades,
cuatro regimenes de temperatura) completamente al azar con tres repeticiones. La unidad
experimental fue un grupo de 8 a 10 plantulas; se calcularon medias y desviaciones estandar. En
la segunda etapa, los datos se analizaron como blogues completos al azar, con tres repeticiones.
Las familias de tomate semicultivado: 56-1, 130-1, 92-2 y 65-1 se eliminaron del analisis de
resultados debido a que presentaron baja tasa de germinacion o no sobrevivieron al tratamiento.
Se realizaron analisis de varianza y comparaciones de medias por el método de Tukey (p < 0.05)
para calcular diferencias en la variable de sobrevivencia con el programa SAS (Statistical Analysis

System) v. 9.4. Para comparar la temperatura del aire y de la hoja se utilizé una prueba de t.
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3.4. RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1. Caracterizacién de la camara

Una vez que se alcanzo la temperatura objetivo en la camara, a los 30 cm de altura esta varié 0.5
°C en promedio, en distintos puntos (Figura 3.2B). La variacion se manifestd por encima de la
temperatura objetivo, la cual fue de 1 °C. En el monitoreo vertical de la temperatura, esta vario de
2.06 a 2.48 °C, presentando diferencias significativas (Figura 3.2A). La variacion horizontal esta
dentro de los estandares de la industria de camaras de crecimiento vegetal, que es de 0.5 °C de la
temperatura objetivo (Conviron, 2009). Varias empresas que ofrecen equipos para control de
temperatura reportan la precision del control de temperatura entre 0.5y 1 °C. La empresa Conviron
(http://www.conviron.com) reporta para sus modelos de cdmaras de crecimiento PGW36 y
BDW120 una precision de 05 °C, en tanto que Terra Universal, Inc.
(https://www.terrauniversal.com/) reporta para el modelo 1695 una estabilidad de +0.5 °C en tanto

que el modelo 2148 tiene la precision es de £ 1 °C.

3.4.2. Determinacién de umbrales de temperatura que causan dafios por frio

Sobrevivencia de las variedades comerciales

Se presentaron diferencias significativas (p < 0.05) para el porcentaje de sobrevivencia por

tratamiento. La sobrevivencia a -4 °C (2 h) fue menor del 50% (Figura 3.3).

No hubo diferencias significativas en porcentaje de sobrevivencia por variedad comercial en los
distintos tratamientos, expresa que los genotipos comerciales sobreviven de la misma manera, sin
embargo, Floradade mostré el mayor porcentaje de sobrevivencia con 74.6% opuesta a Rio Grande
que fue la mas sensible con 59.92%. El factor tiempo no presentd diferencias significativas para

los tratamientos -2 °C (2 h) y -2 °C, (4 h) a la misma temperatura.
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Figura 3.2. Caracterizacion vertical (A); temperatura objetivo 2 °C y horizontal (B); temperatura
objetivo 1 °C de la temperatura en la camara prototipo.

La distribucion de los sensores dentro de la camara de simulacion de baja temperatura
se hizo en base a la posicion del condensador que se encuentra en la parte media
superior a una altura de 70 cm. S1: atrés-izquierda; S2: centro-centro; S4: centro-
izquierda; S5: frente-centro; S6: atras-derecho, S7: centro-derecha; S8: frente-derecho.
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Munir et al. (2016) encontraron que el porcentaje de sobrevivencia en plantas transgénicas y
nativas a 4 °C durante 3 d y un testigo (25 °C) se redujo en las plantulas de tomate a temperatura
baja, sin embargo, las lineas transgénicas mostraron un porcentaje de sobrevivencia

significativamente mayor (52.7%) en comparacion con las plantas nativas.

La sobrevivencia de las plantas a temperaturas de congelacion depende de su capacidad de
aclimatacion al frio (McKhann et al., 2008). La adaptacion y aclimatacion depende de la especie
de planta, sin embargo, las plantulas que son tolerantes o resistentes tienden a activar ciertos
mecanismos de defensa a este tipo de estrés, por ejemplo; los 6rganos de las células tolerantes a
temperatura de congelamiento acumulan solutos con bajo peso molecular, asi como cambios
bioldgicos como la reduccion de fotosintesis, transporte celular y la fluidez de la membrana
(Thomashow, 1999; Ouellet, 2007; Sandve et al., 2011). El impacto del estrés térmico es una
funcion compleja de intensidad, duracién y tasa de cambio de temperatura (Wahid et al., 2007;
Thakur et al., 2010). Asi, Miedema (1982) indica que el estado de desarrollo de la planta, genotipo,
estatus y estabilidad del agua en la planta, ademas del superenfriamiento del agua (fendmeno que
se presenta cuando el agua liquida se enfria rapidamente por debajo de la temperatura de fusion (0
°C) sin la formacion de hielo) (Rihan et al., 2017) esta involucrados en los dafios ocasionados por
temperatura baja. La seleccion del tratamiento -4 °C (2 h) para la evaluacién de la tolerancia a baja
temperatura en las familias de tomate semicultivado, obedece a la respuesta de sobrevivencia de
menos del 50% que tuvieron las variedades comerciales. En marzo, 2013 se registraron
temperaturas menores a 0 °C durante 8 horas y concretamente de -6 a -8 °C durante 2.5 horas. Los
registros de temperatura se tomaron de una estacion meteoroldgica del Colegio de Postgraduados
indican que la temperatura a la intemperie fue de -7 °C, mientras que al abrigo fue de -3.5 °C, por
lo tanto, dentro del invernadero se presume pudo haber estado entre -4 y -5 °C en el ciclo invierno-
primavera 2012-2013.
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Figura 3.3. Sobrevivencia de plantulas de tomate sometidas a diferentes intensidades y duracion.
Promedio de cuatro variedades comerciales.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche, con la temperatura y duracion
indicadas en el tratamiento. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (p
< 0.05). DHS: 25.20; CV: 34.18%.

Temperatura de la hoja en las variedades comerciales

La temperatura de la hoja presentd diferencias significativas (p < 0.05). La temperatura foliar solo
mostro discrepancias respecto a la del aire en el tratamiento a -4 °C (2 h), de por medio, dentro de
cada tratamiento no hay diferencia significativa entre la temperatura del aire y la hoja (Cuadro
3.2). Este comportamiento se puede explicar por la menor capacidad calérica que tienen las hojas

que, por tanto, se calientan y enfrian mas rapido que el aire himedo circundante (Jiménez, 1996).

Sobrevivencia en familias de tomate semicultivado

El tratamiento de -4 °C (2 h) no reflejo diferencias significativas (p < 0.05) en la sobrevivencia,
sin embargo, de las catorce familias de tomate semicultivado, las familias 102-2, 90-1 y 94-2(1)
presentaron el mayor porcentaje de sobrevivencia con 61, entre tanto, las familias 127-2, 53-2 y
55-1 obtuvieron porcentajes de sobrevivencia de entre 53-54%. El resto de las familias 83-2, 119-
6, 97-8, 131-2, 129-1, 100-1, 78-2, 130-2 quedaron fuera, ya que tuvieron 0% de sobrevivencia.
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Cuadro 3.2. Temperatura del aire y hoja en cuatro tratamientos a diferente intensidad y duracion

de estrés por baja temperatura.

Temperatura (°C)

Tratamiento

Aire Hoja

-2°C (2 h) -1.71a -1.97a

-2°C (4 h) -1.70a -1.91a

-3°C(2h) -2.99b -2.87b

-4°C (2 h) -3.50b -3.54¢
DHS 1.01 0.39

CV (%) -15.66 -12.47

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron tratadas
con baja temperatura durante una noche, con la temperatura y duracién indicada en el tratamiento.
DHS: Diferencia honesta significativa; CV: Coeficiente de variacion.

Temperatura foliar de familias de tomate semicultivado

Para esta variable no hubo efecto del tratamiento. La temperatura foliar fue de -3.66 °C y la del
aire -3.45 °C. La temperatura de la hoja depende del intervalo de transpiracion, intensidad de

radiacion neta, temperatura del ambiente y de la presion de vapor (Hicklenton y Heins, 1997).

La evaporacion del agua es un proceso endotérmico y con frecuencia hace que la temperatura del
dosel de la planta sea menor que la temperatura del aire (Mahan y Upchurch, 1988). La temperatura
de las hojas se determina por el equilibrio entre la ganancia y la pérdida de energia. Las
caracteristicas fisicas de la interaccion de la planta con su entorno han sido desarrolladas y
explicadas por Campbell (1981) quien ha declarado que la temperatura de la hoja no es controlada
directamente por la planta, sin embargo, si controla de manera pasiva y poco dindmica pérdida y

almacenamiento de energia por la hoja.
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3.5. CONCLUSIONES

La caracterizacion de la camara prototipo de simulacion de baja temperatura (modelo U12-012)
mostro tener una precision y estabilidad de la temperatura semejante a los equipos comerciales
fabricados para este fin.

En tomate comercial la combinacion de -4 °C durante 2h resultdé en menos del 50% de

sobrevivencia.

Las familias de tomate semicultivado presentaron en promedio 58% de sobrevivencia mientras que

las variedades comerciales obtuvieron 34%, ambas expuestas a -4 °C durante 2h.
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CAPITULO IV

CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE TOMATES SEMICULTIVADOS A BAJA
TEMPERATURA

4.1. RESUMEN

Actualmente los fendmenos de baja temperatura se presentan con mayor frecuencia e intensidad,
debido al cambio climatico. Por ello, es necesario conocer los efectos fisioldgicos que ocasiona el
estrés por frio en las plantulas de tomates semicultivados. En consecuencia, se desarrollé un
estudio donde se evaluaron 18 familias de tomates semicultivados, tratadas a -4 °C durante 2 h 'y
las variables medidas fueron contenido relativo de agua (CRA), conductividad eléctrica del tejido
vivo y muerto, indice de dafio, fotosintesis, conductancia estomatica, transpiracion, fluorescencia
de Chl a (fluorescencia maxima (Fm’), estable o basal (Fs) e inicial (Fo), eficiencia fotosintética
(Fv’/Fm’), eficiencia fotoquimica (qP), rendimiento cuantico del fotosistema II (PhiPS2), y
temperatura del aire y hoja). Los resultados revelaron que el CRA fue 10% menor en las familias
sometidas a baja temperatura en comparacion con el testigo. EI CRA reflejo diferentes grados de
perdida de agua segun la familia de tomate semicultivado. En plantulas sobrevivientes no se
detecta dafio fisiolégico a nivel de aparato fotosintético, ni a nivel de integridad de membranas.
Existe disminucion de tasa de asimilacion de CO2 y del contenido relativo de agua, sin embargo,

las plantulas se recuperan en menos de 48 horas posteriores al choque térmico.

Palabras clave: Permeabilidad de membrana, tomate, estrés, fotosintesis, variables fisioldgicas.

4.2. INTRODUCCION

El tomate se origina en regiones subtropicales. La temperatura 6ptima econémica actual (T) para
el cultivo en invernadero es 19-20 °C (Van der Ploeg y Heuvelink, 2005). A 10 °C se afecta el
crecimiento y desarrollo de las plantas de tomate al acortar los entrenudos, reducir la expansion de

la hoja, el nimero de hojas y el peso total de las hojas frescas mientras aumenta el contenido de
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materia seca y el espesor de las hojas derivado del aumento en el almacenamiento de almidon
(Venema et al., 1999). El dafio por frio ocurre cuando las plantas de tomate estan expuestas a estas
temperaturas durante un largo periodo de tiempo. Dependiendo de la intensidad y la duracion de
la exposicion a las temperaturas frias, fotosintesis, respiracion, integridad de la membrana,
relaciones del agua y equilibrio hormonal de las plantas pueden verse afectadas (VVan der Ploeg y
Heuvelink, 2005).

De hecho, la temperatura por debajo del intervalo éptimo perjudicara la fluidez y permeabilidad
de la membrana celular, dando como resultado una fuga de iones (Abbas, 2012). Por lo tanto, los
componentes y estructuras celulares se modifican por la exposicion a baja temperatura que resulta,
por ejemplo, en el hinchamiento de las mitocondrias y la interrupcion en la acumulacion de lipidos
en las proteinas y la desnaturalizacién y estabilidad de proteinas (Kratsch y Wise, 2000, Siddiqui
y Cavicchioli, 2006). Ademas, la deshidratacién celular causada por el estrés de la baja temperatura
se atribuye a una menor absorcién de agua por las raices (Yadav, 2010) y a la inhibicion del cierre
estomatico (Wilkinson et al., 2001). La baja temperatura reduce no sélo la absorcion del agua, sino
también la absorcion de nutrientes, causando asi estrés osmotico (Chinnusamy et al., 2007).
Ademas, la temperatura baja (10 °C) provoca la peroxidacion de lipidos de membrana insaturados
(Theocharis et al., 2012), aumentando asi la permeabilidad de la membrana a nutrientes e iones
que dan lugar a fugas electroliticas (Gao et al., 2008), ademas la fotosintesis se puede restringir
(Theocharis et al., 2012) asi como los mecanismos involucrados (Allen y Ort, 2001), y finalmente

se reduce el rendimiento.

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar fisioldgica y bioquimicamente las familias de

tomate semicultivados sobrevivientes a una condicion de baja temperatura.

4.3. MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Ubicacion del experimento

El experimento se llevé a cabo en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, localizado a
2250 m de altitud, 19° 30" 45" latitud norte y 98° 52" 47" longitud oeste.
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4.3.2. Material vegetal

La investigacion se llevd en diciembre 2016 y enero 2017, en condiciones de invernadero, se
usaron plantulas de tomate de 18 familias de tomate semicultivados de colectas de Puebla y
Guerrero e identificadas como: 94-2(1), 83-2, 127-2,56-1, 119-6, 97-8, 131-2, 129-1, 130-1, 102-
2, 92-2, 100-1,90-1, 65-1, 55-1, 53-2, 78-2 y 130-2, por el Dr. Porfirio Ramirez Vallejo del

Colegio de Postgraduados Campus Montecillo 33+2 dds (dias después de la siembra).

4.3.3. Cultivo de las plantulas

Las semillas se sembraron en tres grupos y cada grupo a su vez se dividi6 en tres subgrupos de
seis familias por repeticion para facilitar su manejo en la camara de bajas temperaturas, en el
periodo de noviembre 2016 a enero 2017. Las semillas se sembraron en charolas de germinacion
forestal de 50 cavidades, con las medidas 27x54 y dimensiones de la cavidad: lado superior 50x50
mm, lado inferior 22x22 mm, profundidad 50 mm y volumen de 55 mL, se utilizd turba (peat

moss) como sustrato y a profundidad de 3 mm.

Se sembraron 30 semillas por familia, 5 semillas para el testigo y 10 semillas para someterlas a
tratamiento con tres repeticiones por variante. Las charolas se mantuvieron himedas mediante
riego con agua y una vez que salio la primera hoja verdadera se fertilizé con Ultrasol® inicial con

férmula 15-30-15 hasta la aparicion de la cuarta hoja verdadera.

4.3.4. Tratamientos

A los 33+2 dds, las plantulas de tomates semicultivados de 18 accesiones diferentes: (94-2(1), 83-
2,127-2,56-1, 119-6, 97-8, 131-2, 129-1, 130-1, 102-2, 92-2, 100-1,90-1, 65-1, 55-1, 53-2, 78-2 y
130-2) se trataron con una temperatura y tiempo de exposicién -4 °C (2 h), mas un testigo sin estrés

térmico. Se registro la temperatura del invernadero durante el crecimiento de las plantulas.
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4.3.5. Variables medidas

Fotosintesis, intercambio de gases y fluorescencia de clorofila a

La fotosintesis, respiracion, transpiracion y la fluorescencia de la clorofila a se midieron con un
analizador infrarrojo de gases no dispersivo, de canal abierto y absoluto L1-6400-XT portatil. Los
parametros que se utilizaron para la determinacion de la fluorescencia: media (intensidad: 5,
modulacion: 20 kHz, filtro: 1, ganancia: 10) y destello (tipo: rectangular, duracion: 0.8 s,
intensidad: 8, modulacion: 20 kHz, filtro: 50). La fluorescencia de clorofila a se determiné en una
hoja de tres plantas por familia adaptadas a luz, se ocuparon hojas que estuvieran completamente

extendidas (hojas recientes).

Contenido relativo de agua (CRA)

Se extrajo una hoja por plantula por triplicado, posteriormente se tomo el peso fresco de la hoja
(PF) vy luego se trasladaron a cajas petri con agua destilada por 3 h, tiempo determinado
previamente para que el tejido alcance el peso turgente (PT), finalmente para el peso seco (PS) las
muestras se mantuvieron en una estufa a 70 °C durante 48 h. Con estos datos se calcula el CRA de

acuerdo a (Barrs and Weatherley 1962):

CRA = (PF - PS)/(PT - PS) x 100

Conductividad eléctrica del medio

Las hojas (foliolos) se cosecharon (entre las 9 y 10 am), se lavaron con agua destilada. De las hojas
se obtuvieron con un sacabocados cinco circulos, cada uno con un area de 3.1 cm?, se enjuagaron
brevemente con agua destilada para eliminar los residuos de la zona de corte, y se pesaron en una
balanza analitica (Santorius Handy; H51) con precision de +0.0001 g, se colocaron en 5 mL de
agua desionizada. Los vasos de precipitado (10 mL) que contenian el tejido en agua se mantuvieron
en un agitador orbital, con agitacion ligera (120 rpm), a 25+2 °C, por 3 h. Cada 30 min se midié la
conductividad eléctrica en 100 pL del medio acuoso con un conductimetro (Horiba B-771). A esta

condicion de medicion se le denomind conductividad eléctrica del tejido vivo (CEtv).
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Después de 3 h el tejido vegetal se extrajo del medio acuoso, las muestras se envolvieron en un
segmento de papel aluminio y se introdujo en nitrogeno liquido. El tejido se transfirié a 5 mL de
agua desionizada y se cuantifico la conductividad eléctrica del medio acuoso en la forma descrita
para el tejido vivo. A esta condicidén de medicion se le nombrd conductividad eléctrica del tejido
muerto (CEtm). Con la finalidad de estandarizar los valores de la conductividad eléctrica, para
calcular Id, todos los valores se ajustaron a 100 mg de tejido. Por lo tanto, la conductividad del

tejido vivo y muerto se expresé en puS cm™ por 100 mg de tejido.

Calculo del indice de dafio

La funcionalidad e integridad de las membranas se cuantificé indirectamente mediante los cambios
en la conductividad eléctrica del medio acuoso de acuerdo con la metodologia descrita en varios
estudios (Murray et al. 1989; Sanchez-Urdaneta et al. 2003; Binotti et al. 2008). Se utilizaron los
datos de la méxima conductividad del medio acuoso para el tejido foliar vivo y muerto. Para esto
se calculo el indice de dafio (Id) con la metodologia descrita por Prasil y Zamecnik (1998). Con
los datos de la maxima conductividad del medio se calcul6 el indice de dafio con la siguiente

igualdad:
Id (%) = 100 x (Rt-R0)/(100-Ro)

Donde Id: indice de dafio, Rt y Ro: relacion de la conductividad eléctrica del medio acuoso con
tejido vivo y la conductividad eléctrica del medio acuoso con el mismo tejido muerto después de
una inmersiéon en nitrogeno liquido, de plantas testigo (Ro) y de plantas tratadas con baja

temperatura (Rt).

Cuantificacion de Acido Salicilico (AS)

Se determin6 mediante la metodologia propuesta por Warrier et al. (2013), donde se inicié con la
preparacion de dos soluciones estandar de acido salicilico, una en agua y otra en cloroformo, ambas
a una concentracion de 1 mg mL™. Las muestras de hoja (100 mg) por familia por tratamiento se
congelaron en nitrogeno liquido y se maceraron hasta pulverizar, posteriormente se dejaron a
temperatura ambiente para descongelar y se les afiadié 1 mL de cada solucion estandar después se

centrifugaron a 10,0009 durante 10 min. El sobrenadante se almaceno en hielo para la medicion
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de AS. Se mezclaron 100 pL del sobrenadante con cloruro férrico 0.1% recién preparado hasta
alcanzar 3.0 mL y se determind el complejo formado entre el ion Fe®* y AS, que es de color violeta
por espectrofotometria, midiendo la absorbancia del complejo en la region visible (a 540 nm). Esta

medicidn se realizé por triplicado.

4.3.6. Analisis estadistico

Para el analisis de resultados se utilizé un disefio factorial completamente al azar. EI nimero de
repeticiones para realizar el analisis se definié en base al nimero de veces que sobrevivio cada
familia al tratamiento en la fase experimental del capitulo anterior, lo que redujo las familias
analizadas. Se realizaron analisis de varianza, comparacion de medias de Tukey (p < 0.05) con el

programa SAS (Statistical Analysis System) v. 9.4.

4.4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1. Respuesta fisiologica de tomates semicultivados a estrés por frio

Temperatura durante el desarrollo de las plantulas

En la Figura 4.1 se presentan tres periodos de temperatura donde se superaron los 40 °C, el primero
de ellos fue del 28 de noviembre al 2 de diciembre de 2016, el segundo fue el 4 de febrero de 2017
y el Gltimo fue del 18 al 26 de febrero de 2017. Se tiene documentado que Chen et al. 1981
encontraron que los genotipos tolerantes y susceptibles al calor (frijol, papa, tomate y soya) no
difirieron en el tiempo de muerte por calor cuando las plantas se cultivaron a temperaturas 20/15
°C dia/noche; sin embargo, las diferencias se volvieron drésticas después de que las plantas se
aclimataron a temperaturas superiores a 30 °C durante 24 horas. El tiempo de muerte por calor fue
una funcién de la temperatura de aclimatacién con una temperatura de aclimatacion 6ptima entre

35y 37 °C. La velocidad de aclimatacion al calor fue rapida.

En la época invernal hasta antes del 16 de diciembre de 2016 se presentaron con mayor frecuencia
temperaturas minimas consecutivas (10 °C), seguidas por un periodo del 28 de diciembre de 2016

al 10 de enero de 2017 y posteriormente a esta fecha fueron esporadicas estas temperaturas, siendo
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menor la aclimatacion al frio (Figura 4.2). Zhou et al. (2012) encontraron que la aclimatacion al
frio aumenta la tolerancia de la planta de tomate a una baja temperatura méas severa y en este
proceso a menudo se observa una acumulacion de H2O: en las plantas, entre tanto, Barrero-Gil et
al. (2016), indican que las plantas de tomate aumentan significativamente su tolerancia al frio
después de estar expuestas durante varios dias a temperaturas de crecimiento inferiores a las
optimas (4 °C durante 4 dias).
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Figura 4.1. Fechas con temperaturas maximas mayores a 32°C y minimas menores a 10°C

registradas durante el periodo de crecimiento de las plantulas de tomates
semicultivados.

Asimilacién de CO2

La asimilacién de CO; presentd diferencias significativas (p < 0.05), teniendo una tendencia
ascendente dias después del tratamiento a -4 °C (2 h), siendo menor las primeras horas después
del tratamiento a baja temperatura con 9 pmol-m2-s, mientras que, para el dia 14 la asimilacion
de CO; present6 21 pmol-m2.s (Cuadro 4.1).
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Cuadro 4.1. Efecto del tiempo después de tratamiento sobre la asimilacion del CO, conductancia

estomatica y la transpiracion en tomate semicultivado.

Variable Dias despues del tratamiento ?
1 3 7 14 V. R

Asimilacion de CO; 9c 17b 17b 21a 29 0.70

(umol-m2.st)

Conductancia estomatica 0.14c 0.21bc 0.35b 0.56a 66 0.62

(mmol-m2.s?)

Transpiracion 48c 9.7b 11.5ab 13.6a 42 0.32

(mmol-Hz0-m2-st)

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron tratadas
con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o0 no sometidas a dicho tratamiento
(testigo). Los promedios fueron a través de dos tratamientos y cinco familias de tomate nativo.
Medias con distintas letras indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).

En laFigura 4.2 la asimilacion de CO2 entre tratamientos mostré diferencia significativa (p <0.05).
Un dia después del tratamiento las plantas expuestas a -4 °C (2 h) mostraron menor tasa de
asimilacion de CO> respecto a su similar testigo (25 °C). Las plantas sometidas a temperatura fria
redujeron 41% su tasa de asimilacién de CO, comparadas con su similar sin tratamiento, entre

tanto, el dia 14 las plantas tratadas con frio presentaron 10% menos tasa de asimilacién de CO:a.

La fotosintesis después del frio en condiciones de oscuridad se ve afectada principalmente por la
interferencia con el metabolismo de los carbohidratos, inhibicion de la actividad de Rubisco y
cierre estomatico, con un incremento simultaneo en la disipacion de la energia como calor en los
tilacoides (Allen y Ort, 2001).

Existen diferencias significativas para las familias de tomate tratadas a baja temperatura (Figura
4.3) en las cuales las familias 83-2, 55-1, 131-2 y 56-1 mostraron efectos similares entre si, siendo
diferente solo la familia 100-1 el primer dia después del tratamiento. La tasa de asimilacion de
CO:z las familias tuvo una tendencia ascendente durante el seguimiento después de haber dado el

tratamiento de baja temperatura.
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Figura 4.2. Efecto de los tratamientos en la tasa de asimilacion de CO> de tomate semicultivado,
durante 14 dias.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o0 no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). Efecto promedio de cinco familias. *Diferencia
significativa (p < 0.05); ns: no hay diferencia significativa.

Conductancia estomatica

La tendencia del comportamiento de la conductancia estomatica fue de manera ascendente, es
decir, el primer dia después del tratamiento se presentd la conductancia estomatica mas baja, esto
indica que debido a la baja temperatura hubo mayor cierre estoméatico, como medida fisiologica
para evitar la deshidratacién de las células y la acumulacion de energia para su posterior
recuperacion (Cuadro 4.1). Para el dia 1 las plantas presentaron una conductancia estomética 4
veces menor que el dia 14 (Figura 4.4).
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Figura 4.3. Asimilacion de CO- de cinco familias de tomate semicultivado, durante 14 dias después
de tratamiento.

Valores promedio de plantas crecidas en invernadero durante 33+2 dias y
posteriormente tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o
no sometidas a dicho tratamiento (testigo) . *Diferencia significativa (p < 0.05); ns: no
hay diferencia significativa.

La baja temperatura puede afectar a las enzimas y canales idnicos responsables del mantenimiento
activo del potencial osmotico de las células (Ilan et al., 1995). Uno de los efectos directos del frio
es reducir los procesos fotosintéticos (DelLucia, 1986; Day et al., 1990; Sassenrath et al., 1990)
pues podria aumentar el CO; interno en la cavidad estomatal, lo que podria reducir indirectamente
la apertura estomética. Sin embargo, los aumentos del CO: interno no se observan a menudo en
respuesta a la temperatura reducida, o se producen a temperaturas mucho mas frias que las
necesarias para reducir la conductancia (Day et al., 1991).
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Figura 4.4. Efecto de los tratamientos en la conductancia estomética de tomate semicultivado,
durante 14 dias.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). Efecto promedio de cinco familias. *Diferencia
significativa (p < 0.05); ns: no hay diferencia significativa.

Transpiracion

La transpiracion presentd diferencias significativas (p < 0.05). La transpiracion vario entre 4.8 y
13.6 mmol H20 m? s, lo que representé una pérdida de agua del 65% del dia 1 al 14 después del

tratamiento y mantuvo un comportamiento ascendente (Cuadro 4.1).

El dia 1, la transpiracion tuvo una variacion de entre 3.56 y 6.04 mmol H,O m2 s, para las plantas
tratadas con la baja temperatura y el testigo respectivamente, mientras que, para el dia 14 en el
tratamiento de baja temperatura 12.96 mmol H.O m2 sy en el testigo se presentd 14.26 mmol
H20 m2 s, por lo que, la transpiracion aumentd en el testigo para el dia 1 comparada con la
registrada el dia 14 en 2.3 veces y para la baja temperatura para los mismos dias en 3.6 veces,
aunque se observa gue la transpiracion va aumentando a través del tiempo no fue significativo el

incremento solo en el dia 7 fue significativo (Figura 4.5).
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La transpiracion es afectada por distintos factores ambientales entre los cuales se encuentra la
temperatura ya que, cuando el aire es caliente retiene méas agua y crea una mayor fuerza motriz
para impulsar el movimiento del agua fuera de la planta, incrementando las tasas de transpiracion,
contrariamente a lo que ocurre cuando el aire es frio pues disminuye la fuerza motriz para la
transpiracion, por ende la transpiracion decrece (Graham et al., 2003; Nobel, 1991; Salisbury y
Ross, 1992; Taiz y Zeiger, 2002).
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Figura 4.5. Efecto del tratamiento de temperatura en la transpiracién de tomate semicultivado,
durante 14 dias.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o0 no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). Efecto promedio de cinco familias. *Diferencia
significativa (p < 0.05), ns: no hay diferencia significativa.

Fluorescencia de la clorofila a

La baja temperatura, afectd los parametros de la fluorescencia pues presentaron diferencias
significativas (p < 0.05). La fluorescencia inicial (Fo’) mantuvo un ligero descenso del 8.2% en
las plantulas testigo (25 °C), entre tanto, los genotipos tratados a temperatura baja (-4 °C (2 h))
tuvieron una disminucion del 37% del 1 a 14 dias después de aplicar el tratamiento (Figura 4.6A).
La fluorescencia maxima (Fm”) desarrolld un ligero aumento del 8% desde el inicio del

seguimiento hasta el final en los dos tratamientos evaluados (Figura 4.6B). La fluorescencia estable
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Figura 4.6. Efecto de los tratamientos en la fluorescencia inicial (Fo’, A), fluorescencia maxima
(Fm’, B) y fluorescencia estable (Fs, C) en tomate semicultivado, durante 14 dias.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). Efecto promedio de cinco familias. Mediciones realizadas
en hojas adaptadas a luz. *Diferencia significativa (p < 0.05), ns: no hay diferencia
significativa.
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(Fs) en plantas tratadas presentd un ligero aumento del 15% constante, mientras que, su similar

testigo un aumento casi imperceptible del 3% dias después del tratamiento (Figura 4.6C).

Ante condiciones adversas debida a estrées, se modifican las proporciones del reparto de energia
entre estos procesos incrementandose la fluorescencia (Gonzélez et al., 2008). La diferencia entre
los niveles anteriores de Fo y Fm, determina la fluorescencia variable (Fv). Considerando estos
parametros entre si, la relacion entre Fv/Fm lo que permite establecer situaciones de plantas no

estresadas cuando su valor se encuentra entre 0.75 y 0.85 (Bjorman y Demmig, 1987).

En el Cuadro 4.2 se muestran las variables de fluorescencia de clorofila en donde existid diferencia
significativa (p < 0.05). La relacion Fv’/Fm’ oscilaron en un intervalo de 0.48-0.65 en el tiempo
de seguimiento después del tratamiento, por lo tanto, hubo un aumento del 17% a través del tiempo.
El comportamiento Fv’/Fm se vio influenciado en gran proporcion por los valores que se

presentaron en la Fm’ (fluorescencia méaxima).

Cuadro 4.2. Efecto promedio del tiempo después de tratamiento en la maxima eficiencia cuantica
(Fv’/Fm’), rendimiento cuéntico del fotosistema Il (®psii), la disipacion fotoquimica
(gP) de la clorofila a, y temperaturas de medicion en plantulas de tomate

semicultivado.

Dias después del tratamiento

H 2
Variable 1 3 7 7 CVv R
Fv’/Fm’ 0.54b 0.49b 0.48b 0.65a 22 0.54

Dy 0.37a 0.24b 0.22b 0.36a 33 0.60

qP 0.67a 0.50bc 0.46¢ 0.57b 22 0.59

Temperatura 31bc 3ba 32b 29c 11 0.57
hoja (°C)

Temperatura 32b 38a 36a 36a 10 0.50
aire (°C)

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron tratadas
con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o no sometidas a dicho tratamiento
(testigo). Las mediciones de fluorescencia se realizaron en hojas adaptadas a luz.

El rendimiento cuantico del fotosistema Il (®psn), tuvo una disminucion los dias 3 y 7 después del
tratamiento, se puede atribuir a la restauracion en la habilidad de los centros de reaccion para
realizar el transporte de electrones (Francisco-Francisco y Benavides-Mendoza, 2014).
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La disipacion fotoguimica (qP) mostré un descenso del 15% del inicio al final de la medicion, por
tanto, qP cuantifica la capacidad fotoquimica del PSII, y corresponde a la cantidad de centros de
reaccion del PSII abiertos (Rohacek, 2002). Los resultados muestran que existieron diferencias
significativas (p < 0.05). Los valores de la temperatura de la hoja oscilaron entre 29-35 °C, entre
tanto, la temperatura del aire presentd valores de entre 32-38 °C, siendo mayores los de la

temperatura del aire.

La maxima eficiencia cuantica (Fv’/Fm) present6 diferencias significativas (p < 0.05). Tanto las
plantas tratadas como tuvieron el mismo comportamiento el primer dia de medicion, al final del
lapso de tiempo los dos tratamientos muestran ascensos en la Fv’/Fm’. Este parametro provee un
estimado de la eficiencia maxima de la fotoquimica del fotosistema Il a una densidad dada de flujo
fotonico de la radiacion fotosintéticamente activa, el cual representa la eficiencia operativa del
fotosistema 11 si todos los centros correspondientes fueron abiertos (quinona Q oxidada) (Baker,
2008) (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Efecto promedio del tratamiento en la maxima eficiencia cuantica (Fv’/Fm’) de la
clorofila a, en plantas de tomate semicultivado, durante 14 dias.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o0 no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). *Diferencia significativa (p < 0.05), ns: no hay diferencia
significativa.
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La disipacion fotoquimica mostré diferencias significativas (p <0.05), entre el testigo (25 °C) y el
tratamiento de baja temperatura (-4 °C (2 h)) teniendo un comportamiento muy similar. EI 1 d el

tratamiento de temperatura fria presento mayor qP que su similar sin estrés térmico (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Efecto promedio del tratamiento en la disipacion fotoquimica (qP) de la clorofila a, en
plantulas de tomate semicultivado, durante 14 dias.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o0 no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). *Diferencia significativa (p < 0.05), ns: no hay diferencia
significativa.

Temperatura del aire y hoja

En la Figura 4.9, la temperatura del aire mostré diferencias significativas (p < 0.05). La
temperatura del aire del testigo aumento constantemente en un 11%, mientras que, la temperatura
foliar tuvo un aumento del 9.3%. La temperatura de las hojas, brotes y frutos puede diferir
significativamente de la temperatura ambiente. La diferencia dependerd de las condiciones
atmosfeéricas, vegetacion local y caracteristicas del dosel (incluyendo la altura y el porcentaje de

cubierta) y condiciones del suelo (Kalma et al., 1992).
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Figura 4.9. Temperatura del aire en las plantulas de dos tratamientos en tomate semicultivado,
medida durante 14 dias.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o0 no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). *Diferencia significativa (p < 0.05), ns: no hay diferencia
significativa. *Diferencia significativa (p < 0.05), ns: no hay diferencia significativa.

La temperatura foliar presentd diferencias significativas (p < 0.05) (Figura 4.10). La temperatura
de la hoja en el testigo mantuvo un ligero descenso de la temperatura al final del seguimiento dias
después de haber aplicado el tratamiento de un 10%, mientras que, la temperatura de la hoja de las

plantas que se sometieron a temperatura fria fue del 14%.

Contenido relativo de agua (CRA)

El CRA es la expresion mas usada para medir el nivel de agua en un tejido. Es la medida del
contenido de agua respecto al total que este puede almacenar, se expresa como porcentaje y permite
conocer el estado hidrico de la planta. Se relaciona con el potencial hidrico y sus componentes,

potencial de presién y solutos, son funcién del volumen de agua del protoplasma (Argentel et al.,
2006).
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Figura 4.10. Temperatura de la hoja en las plantulas en tomate semicultivado, sometido a dos
tratamiento y medida durante 14 dias.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o0 no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). *Diferencia significativa (p < 0.05), ns: no hay diferencia
significativa. *Diferencia significativa (p < 0.05), ns: no hay diferencia significativa.

El CRA vari¢ significativamente (p <0.05) por tratamiento, familia y por la interaccion tratamiento
por familia. El contenido relativo de agua fue afectado principalmente el tratamiento, ya que este
factor explico 41% de la variacion debida a los tratamientos. Por su parte, el efecto de la familia

aporta el 32 % vy la interaccion tratamiento por familia el 28 %, respectivamente.

El contenido relativo de agua refleja que las plantas del tratamiento sometido a baja temperatura -
4 °C (2 h) muestra 80.16% de CRA, es decir pierde 10% mas de agua que el testigo (88.17%).
Pearce (2001) sugiere que la baja temperatura afecta a las plantas al causar deshidratacion en la
célula a través de la cristalizacion del agua celular. La temperatura afecta el agua dentro de la
célula a los diversos procesos metabdlicos que lleva a cabo la planta como: tasa de fotosintesis,
oxigeno disuelto y otros gases, conductividad eléctrica y salinidad, reacciones de 0xido-reduccion,
pH y densidad del agua.

El efecto del factor familia que engloba el 32% de variacion, mostré que la familia 56-1 es la que

presenta menor pérdida hidrica (89.69%), contraria a la familia 83-2 que fue la més afectada por
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la baja temperatura pues presenté un CRA de 77.87% (Figura 4.11). Lo que refleja que el contenido

relativo de agua fue 11% mas bajo en la familia més afectada.
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Figura 4.11. Efecto de la familia en el contenido relativo de agua de tomates semicultivados.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) 0 no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). Efecto promedio de plantas testigo y plantas tratadas.
Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, p < 0.05).

Para el contenido relativo de agua en la interaccion temperatura por familia que explica el 28% de
la variacion, solo hubo diferencias significativas (p < 0.05) en las familias: 83-2, 90-1, 97-8, 100-
1y 130-2. El contenido relativo de agua es afectado directamente por la temperatura y en menor
grado por la familia, contrario a las siete familias restantes que no presentaron diferencias

significativas, es decir, que el CRA no es afectado por la temperatura (Figura 4.12).

El porcentaje de pérdida de agua en las familias de tomate que presentaron diferencias oscilan
entre 7-23%, cuyo menor valor corresponde a familia 130-2 y la mayor pérdida de agua la presento

la familia 83-2, respectivamente.

Las plantas sensibles al frio son afectadas en todos los componentes hidricos y las causas de
pérdida de agua, resultado del fuerte marchitamiento. Esto se basa en dos factores principales:
caida rapida de la capacidad de las raices para absorber el agua y transportarla a los brotes y

capacidad reducida para cerrar los estomas en respuesta al déficit hidrico subsecuente. El
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Figura 4.12. Efecto de la interaccion tratamiento por familia en el contenido relativo de agua de
tomates semicultivados.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33£2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) 0 no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). *Diferencia significativa (p < 0.05), ns: no hay diferencia
significativa.

suministro insuficiente de agua provoca una rapida caida del potencial hidrico de las hojas durante
las primeras horas de la baja temperatura. EI grado de dafio por frio de las plantas puede reducirse

mediante la prevencion de la perturbacion del régimen de agua (Lukatsin et al., 2012).

Conductividad eléctrica de tejido vivo

El comportamiento de la liberacion de electrolitos en el medio acuoso del tejido vivo de los
tratamientos de tomate semicultivado presentdé dos fases de liberacién de electrolitos, una
acelerada en los primeros 30 min y otra lenta en las 2.5 h restantes. La liberacién inicial de
electrolitos los primeros 30 min, fue tipo lag (periodo de tiempo en el que se da la adaptacion), en
promedio se mantuvo en cero, el incremento acelerado se llevé a cabo entre los 30 y 60 min. En
la segunda fase la conductividad eléctrica (CE) del medio acuoso continu6 aumentando
gradualmente en ambos tratamientos. En la segunda fase de liberacion de electrolitos se obtuvo la
conductividad eléctrica maxima en ambos tratamientos (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Promedio de conductividad eléctrica del medio acuoso con tejido foliar vivo de tomate
semicultivado, mantenido por 3 horas.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o0 no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). Se colocaron cinco circulos de 3.1 cm? en 5 mL de agua
desionizada, los resultados se ajustaron a 100 mg de tejido.

La liberacion lenta de electrolitos y el incremento paulatino de la conductividad eléctrica del medio
a temperaturas bajas en tejidos vivos estan asociados a los procesos fisico-quimicos pasivos de
difusion de iones en el apoplasto (Gonzélez y Barrett, 2010), los cambios mas lentos de la
conductividad eléctrica del medio en la segunda etapa se atribuyen a la actividad funcional del
plasmalema (Kocheva et al. 2005), y la tasa de salida de electrolitos puede indicar la pérdida de

control de su permeabilidad (Murray et al., 1989; Vasquez-Tello et al. 1990).

En la primera fase, la conductividad eléctrica a baja temperatura 130-2 presento el valor mas alto
de CE en el medio acuoso de tejido vivo, mientras que la menor conductividad la presentd la
familia 78-2. Comparando esta familia con su similar (testigo) la familia 78-2 obtuvo el valor mas
alto y la 94-2(1) (Figura 4.14). Estadisticamente la conductividad eléctrica del tejido vivo en medio

acuoso no presento diferencias significativas (p < 0.05) en las familias por los tratamientos.
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Figura 4.14. Promedio de conductividad eléctrica por familia por tratamiento de baja temperatura
en tejido foliar vivo de tomate semicultivado.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33£2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). Se colocaron cinco circulos de 3.1 cm? en 5 mL de agua
desionizada, los resultados se ajustaron a 100 mg de tejido. ns: no hay diferencia
significativa.

Estos resultados sugieren que el tejido foliar vivo de familias de los tomates semicultivados de la
presente investigacion reaccionan parcialmente a las temperaturas (25 °C y -4 °C) y son una

evidencia indirecta de que los electrolitos liberados al medio difieren cantidad, tipo o ambos.

La conductividad maxima del tejido foliar sometidos a los dos tratamientos de temperatura
contrasté en las familias de tomate semicultivado, lo que sugiere que el efecto de la temperatura

es dependiente de los cultivares (Figura 4.14).

En la Figura 4.15, el tejido vivo presento las maximas lecturas de conductividad eléctrica después
de los 120 min (25%), en cambio, al minuto 180 se presentaron las maximas lecturas de
conductividad eléctrica 59%, es relevante conocer estos resultados para entender el
comportamiento de la conductividad eléctrica y de este modo identificar los tiempos de medicién

en futuras investigaciones.
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Figura 4.15. Distribucién de las lecturas maximas de conductividad eléctrica durante el tiempo de

medicién en un medio acuoso de tejido vivo o muerto de tomate semicultivado.

En cambio, el tejido muerto presentd las maximas lecturas de conductividad eléctrica en el minuto
120 con un 63%, es decir, que para identificar las lecturas maximas de conductividad eléctrica
tanto en tejido vivo como muerto es importante realizar las mediciones a partir del minuto 120
(Figura 4.15).

Conductividad eléctrica del tejido muerto

En la Figura 4.16, la fuga de electrolitos para el tejido foliar muerto también mostro dos fases y no
presento diferencias significativas (p < 0.05), donde es importante mencionar que esta variable fue

independiente de la temperatura a la que fueron tratadas las familias de tomate semicultivado.

La fase lag, que se identifico del minuto 0-30 y la fase log que mantuvo a partir del minuto 31-
180. El tratamiento de baja temperatura mostro valores ligeramente mas altos que las plantulas del

testigo, sin embargo, estadisticamente no hubo diferencias significativas (p < 0.05; Figura 4.16).

La tasa de salida de electrolitos e incremento de la conductividad del medio en la primera etapa es
acelerada y varias veces mayor en los tejidos dafiados respecto a los tejidos intactos y

completamente funcionales (Knorr, 1994). Los valores extremos en este caso son los de los tejidos
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Figura 4.16. Promedio de conductividad eléctrica del medio acuoso en el tejido foliar muerto
mantenido por 3 horas en las familias de tomate semicultivado.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). Se colocaron cinco circulos de 3.1 cm? en 5 mL de agua
desionizada, los resultados se ajustaron a 100 mg de tejido.

vivos sin dafio aparente y los de los tejidos muertos, como se observo en el presente estudio. Los
tejidos que presentan diferencias en la cinética de liberacion de electrolitos y cambio de la

conductividad eléctrica del medio.

La conductividad eléctrica del tejido muerto en las familias de tomates semicultivados en los
tratamientos estudiados no presentaron diferencias significativas (p < 0.05). Se destaca que la
familia 90-1 obtuvo el minimo valor de conductividad eléctrica para la baja temperatura (301.5
uS-cm*-100-mg™), mientras que, esta misma familia en el testigo obtuvo el valor minimo
(251.33-mg* 100-mg™) (Figura 4.17).
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Figura 4.17. Promedio de la conductividad eléctrica en tejido foliar muerto en las familias de
tomate semicultivado y por tratamiento de baja temperatura.

Las plantas fueron crecidas en invernadero durante 33+2 dias, y posteriormente fueron
tratadas con baja temperatura durante una noche (-4 °C durante 2 h) o0 no sometidas a
dicho tratamiento (testigo). Se colocaron cinco circulos de 3.1 cm? en 5 mL de agua
desionizada, los resultados se ajustaron a 100 mg de tejido. ns: no hay diferencia
significativa.

indice de dafio

La cuantificacion del indice de dafio de las familias de tomate semicultivado no mostroé diferencias
significativas (p < 0.05). Ademas, refleja que no hubo dafio en la permeabilidad de las membranas,
pues este no fue detectado con los cambios de los valores de conductividad eléctrica, es importante
mencionar que de las familias analizadas dentro de cada accesion las plantulas que sobrevivieron
si presentan tolerancia a baja temperatura sometidas a -4°C durante 2h pues solo presentan una
lesion parcial en la permeabilidad de membrana. Verlinden (2006) sefialé que las disminuciones
de la fluidez de las membranas condujeron a su disfuncién y aceler6 la liberacion no selectiva de
iones, con lo que la senescencia concluye con la muerte celular y de los tejidos.

El estrés por frio frecuentemente dafia la membrana celular en las plantas (Mahajan y Tuteja,
2005), lo que puede determinarse por la pérdida relativa de electrolitos (Campos et al., 2003). Asi,
Munir et al. (2016) encontré un incremento en las plantas tratadas con estrés por frio (4 °C (3 d))
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en la fuga relativa electrolitica, sin embargo, fue significativamente mas baja en las plantas

transgénicas de tomate que en el tipo nativo (Solanum habrochaites).

4.4.2. Respuestas bioquimicas de tomates semicultivados a estreés por frio
Acido salicilico

El contenido de esta sustancia termogeénica en las poblaciones de tomates semicultivados no fue
significativa, ya que se encontraron cantidades similares minimas en las plantas tratadas y en las

que fungieron como testigos.

4.5. CONCLUSIONES

En pléntulas sobrevivientes no se detecta dafio fisiolégico a nivel de aparato fotosintético, ni a
nivel de integridad de membranas. Existe disminucion de tasa de asimilacion de CO2 y del
contenido relativo de agua, sin embargo, las plantulas se recuperan en menos de 48 horas

posteriores al choque térmico.
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CAPITULO V

DISCUSION GENERAL

En la naturaleza, el estrés por baja temperatura causa efectos adversos en la sobrevivencia y
fisiologia de plantulas de tomate. En este estudio se realizaron algunas evaluaciones para
determinar el comportamiento de familias de tomate semicultivado que se considera tiene

tolerancia al frio.

La caracterizacion de la camara de simulacion de bajas temperaturas, sirvié para comprobar y
verificar la precision de la temperatura de manera horizontal y vertical, obteniendo que en el plano
horizontal varia £0.5 °C, mientras que perpendicularmente se modifica £0.6 °C, respectivamente.
La variacién horizontal se encuentra dentro de los modelos de cAmaras de crecimiento vegetal, que
es de £1 de la temperatura objetivo. Varias empresas que ofrecen equipos para control de
temperatura reportan la precision del control de temperatura entre 0.5y 1 °C. La empresa Conviron
(http://www.conviron.com) reporta para sus modelos de cdmaras de crecimiento PGW36 y
BDW120 una precision de 05 °C, en tanto que Terra Universal, Inc.
(https://www.terrauniversal.com/) reporta para el modelo 1695 una estabilidad de £0.5 °C en tanto

que el modelo 2148 tiene la precision es de £ 1 °C.

La sobrevivencia de las variedades comerciales de tomate en los distintos tratamientos resulto que
a -2 °C (2 h) produjo un porcentaje sobrevivencia de 88, entre tanto, -4 °C (2 h) mostré 34% de
sobrevivencia, por consiguiente, la temperatura de exposicién en condiciones de frio afecta el
porcentaje de sobrevivencia, reflejado en una reduccion del 61% de las plantulas que sobreviven.
De los cuatro genotipos de tomates comerciales que se utilizaron no presentaron diferencias

significativas en el porcentaje de sobrevivencia por tratamiento.

La intensidad y duracion de exposicion a la temperatura baja (-4 °C (2 h)) no produjo diferencias
significativas (p <0.05) en la sobrevivencia de tomates semicultivados, sin embargo, de las catorce
familias evaluadas, las accesiones 102-2, 90-1 y 94-2(1) presentaron el mayor porcentaje de

sobrevivencia con 61, entre tanto, las familias 127-2, 53-2 y 55-1 obtuvieron el menor porcentaje
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de sobrevivencia de entre 53-54%, entretanto, la combinacion -4 °C durante 2h ocasiono6 que los

tomates semicultivados sobrevivieran 44% mas que las variedades cultivadas.

Por su parte, Munir et al. (2016) encontraron que el porcentaje de sobrevivencia en plantas
transgénicas y nativas a 4 °C durante 3 d y un testigo (25 °C) se redujo en las plantulas de tomate
a temperatura baja, sin embargo, las lineas transgénicas mostraron un porcentaje de sobrevivencia
significativamente mayor (52.7%) en comparacion con las plantas nativas. Barrero-Gil et al.
(2017) concluyen que, de acuerdo con sus hallazgos, la exposicion a 10 °C durante 4 dias induce
a la aclimatacion al frio del tomate, aumentando sustancialmente (>50%) el tiempo que las plantas
de tomate pueden sobrevivir a una baja temperatura prolongada (4 °C). No obstante, a pesar de
esta tolerancia aumentada a 4 ° C, las plantas de tomate aclimatadas por frio todavia son sensibles
a las temperaturas de congelacion. La sobrevivencia de las plantas a temperaturas de congelacion
depende de su capacidad de aclimatacion al frio (McKhann et al., 2008). Sin embargo, en la
aclimataciéon al frio, las plantas adquieren tolerancia al estrés con la exposicion previa a
temperaturas subdptimas, bajas y no de congelacion; varias especies de plantas difieren de su
capacidad para enfrentar el estrés por frio, que se rige por cambios en la expresion genética para
alterar su metabolismo, fisiologia y crecimiento (Chinnusamy et al., 2010).

Las plantas sometidas a baja temperatura redujeron 41% su tasa de asimilacion de CO2 comparadas
con su similar sin tratamiento, entre tanto, el dia 14 las plantas tratadas con frio presentaron 10%
menos de asimilacion de CO2. Zhou et al. (2012) indicaron que la tasa de asimilacién de CO2 no
fue detectable en las plantas durante el tratamiento de frio. Después de una recuperacion de 1 d en
condiciones dptimas, la asimilacion de CO- de las plantas tratadas con temperatura fria fue 60.8%
menor respecto al testigo. Por su parte, Munir et al. (2016) analizaron plantas de tomate
transgénico y nativo bajo condiciones de estrés por frio (4 °C) por 3 d y testigo (25 °C) y
encontraron que las plantas testigo presentaron mayor tasa asimilacion de CO- que las plantulas a
4 °C, ademas las lineas transgénicas tuvieron una tasa de asimilacion de CO2 del 86.11% mas alta

que las plantas silvestres bajo estrés por frio.

El primer dia las plantas bajo condicion de baja temperatura presentaron una conductancia
estomatica 2 veces mayor que las plantas testigo, esto nos indica que debido a la baja temperatura

hubo mayor cierre estomatico, como medida fisiol6gica para evitar la pérdida de agua de las células
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y la acumulacion de energia para su posterior recuperacion Zhou et al. (2012) encontraron que la
conductancia estomatica fue el doble en plantas testigo en comparacién con las plantas tratadas.
Por su parte, Munir et al. (2016) obtuvieron que las plantas de tomate nativo tuvieron 1165.09%
menor conductancia estomatica en relacion a las lineas transgénicas en condiciones de estrés
térmico a 4 °C por 3 d. El cierre estomatico se convierte en una de las primeras y mas importantes
respuestas de la planta cuando estd sometida a condiciones de estrés. Sin embargo, el cierre
estomatico conlleva a la disminucién de la fijacién de CO2, que bajo condiciones de luminosidad
puede generar sobreexcitacion de los centros de reaccion del fotosistema Il (PSII) (Ahmed et al.,

2009) y la formacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Ghobadi et al., 2013).

La transpiracion fue 41% menor en las plantulas tratadas con temperatura fria que su similar sin
tratamiento térmico, para el primer dia de medicién, por otro lado, Munir et al. (2016) encontraron
que la transpiracion fue significativamente mas alta (126.21%) en lineas de tomates transgénico
que las plantas del tipo nativo, estas Ultimas tuvieron valores de transpiracion en las plantas tratadas
a temperatura fria (4 °C (3 d)) de 0.25 mmol H.0 m2 s, en cambio las plantas nativas testigo (25
°C por 3 d) tuvieron valores de 2.7 mmol H.O m? s, La velocidad de transpiracion es mas rapida
cuando la temperatura del aire esta entre 20 °C y 30 °C (Moore et al., 2013). A estas temperaturas,
las aberturas estomaticas son generalmente mayores. En general, los estomas se cierran a
temperaturas alrededor de 0 °C y aumentan progresivamente en la abertura hasta aproximadamente
30 °C (Devlin, 1975).

La disipacién fotoquimica present6 un aumento del 16% en las plantulas con tratamiento térmico
comparadas con el testigo, un dia después haber dado el tratamiento, sin embargo, el
comportamiento de la gP presenta un descenso que le atribuye a que las plantulas presentaron
fotoinhibicion. Zhou et al (2012) demostraron que las plantas de tomate son sensibles al frio,
incluso bajo intensidades de luz moderadas, ya que encontraron fuertes disminuciones en la
asimilacion de CO2 y Fv/Fm después de la condicion de frio, porque la disminucion en la
asimilacion de CO2 se produjo concomitantemente con disminuciones en el Fv/Fm, ®psji, NPQ y
gP, la reduccion observada en la fotosintesis fue principalmente atribuible a la fotoinhibicion
durante el proceso de frio. Esta fotoinhibicion produjo una reduccion en ambas atenuaciones
fotoquimicas (gP) y atenuacion no fotoquimica (NPQ). Se tiene documentado que los valores para

el rendimiento cuantico del fotosistema Il es casi constante para muchas especies de plantas bajo
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diferentes condiciones es de 0.83 (Bjorkman y Demmig 1987), comparando los resultados
obtenidos en esta investigacion (0.22-0.37) las plantas se encuentran por debajo de los reportados

en la literatura.

El contenido relativo de agua refleja que el tratamiento sometido a baja temperatura -4 °C (2 h)
muestra 80.16% de CRA, es decir pierde 10% mas de agua que el testigo (88.17%). Las familias
de tomates semicultivados 83-2, 90-1, 97-8, 100-1 y 130-2 mostraron una respuesta negativa ante
la exposicion a la condicion térmica, ya que fueron las accesiones que mayor pérdida de agua
presentaron. Darcansoy et al. (2013) mostraron que dieciséis horas de estrés por frio causan una
reduccién significativa en el contenido relativo de agua del control y grupos de tratamiento no
aclimatados (3 °C (16 h)) cuando se compararon con plantas no sometidas a estrés (28 °C durante
16 h). Las plantas expuestas al estrés por frio a menudo muestran sintomas de estres hidrico debido
a la inhibicién inducida por el frio de la absorcion de agua y la pérdida de agua. La pérdida de agua
se relaciona principalmente con la pérdida de las propiedades de la membrana o la transicion de
las membranas desde un estado fluido normal a un estado semicristalino restringido, menos fluido
(Wright, 1974).

El dafio en la permeabilidad de la membrana fue cuantificado mediante la conductividad eléctrica
del tejido vivo y muerto en medio acuoso. Los resultados obtenidos en este estudio muestran que
la estabilidad de la membrana no fue dafiada, pues los valores de conductividad eléctrica no se
vieron alterados, por lo tanto, para las temperaturas analizadas (-4°C durante 2h) y testigo (25°C)
no se detectd dafio alguno en la permeabilidad y estabilidad de la membrana. El estrés por frio
frecuentemente dafia la membrana celular en las plantas (Mahajan y Tuteja, 2005), lo que puede
determinarse por la pérdida relativa de electrolitos (Campos et al., 2003). Asi, Munir et al. (2016)
encontr6 un incremento en las plantas tratadas con estrés por frio (4 °C (3 d)) en la fuga relativa
electrolitica, sin embargo, fue significativamente mas baja en las plantas transgénicas de tomate

que en el tipo nativo (Solanum habrochaites).
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CONCLUSIONES GENERALES

En tomate comercial la combinacion de -4 °C durante 2h resulto en menos del 50% de

sobrevivencia.

Las familias de tomate semicultivado presentaron en promedio 58% de sobrevivencia mientras que

las variedades comerciales obtuvieron 34%, ambas expuestas a -4 °C durante 2h.

En plantulas sobrevivientes no se detecta dafio fisioldgico a nivel de aparato fotosintético, ni a
nivel de integridad de membranas. Existe disminucion de tasa de asimilacion de CO2 y del
contenido relativo de agua, sin embargo, las plantulas se recuperan en menos de 48 horas

posteriores al choque térmico.
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