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INTRODUCCION

Argentina se destaca como octavo productor mundial de citricos y principal productor

mundial de limon. La citricultura es una de las principales actividades econdémicas de
las regiones Noroeste (NOA) y Noreste (NEA) del pais, especialmente en las provincias
de Tucumén, Jujuy, Salta, Entre Rios y Corrientes. A su vez los productores se
enfrentan a un mercado dinamico y competitivo en el cual, como sucede en otros
mercados alimenticios, cada vez son mayores los requisitos de calidad e inocuidad. Por
ello es necesario conocer e integrar todos los factores que afectan la produccion (1).
Entre los factores climaticos que ejercen influencia sobre los citricos, se destaca la
temperatura. El rango éptimo se establece entre 23°-34°C, asimismo el intervalo de 25°C
a 30°C se consideran favorables para la actividad fotosintética, sefialandose como
valores méximos sin efectos secundarios indeseables 39°C y minimo de 13°C, sin

embargo, a partir de 10°C aparecen efectos secundarios y cesa la actividad (2).

La exposicion de las plantas al calor intenso (>50°C) ocasiona severos dafios celulares e

incluso colapso celular en minutos, lo que podria causar un grave deterioro en la
organizacion celular (3).
En cambio, cuando las temperaturas son altas y moderadas, los dafios 0 muerte solo

pueden ocurrir después de una exposicion prolongada; las alteraciones indirectas lo

podemos advertir como: aumento de la demanda evaporativa del aire, elevacion
desmedida de la transpiracion, y disminucion de la conductancia estomatica. Esto
reduce la disipacion del calor que lleva a quemaduras, abscision temprana de hojas,
aborto de flores y/o frutos, perdida de viabilidad del polen e inhibicién del crecimiento;

por otra parte, las alteraciones directas comprenden: inactivacién de enzimas en

cloroplastos y mitocondrias, inhibicion de la sintesis, desnaturalizacion y agregacion de
proteinas, pérdida de la integridad de la membrana, incremento de la fluidez de los
lipidos, fuga de electrolitos y formacion de lesiones superficiales que facilitan el
desarrollo de infecciones, senescencias y muerte celular (4,5,6).

Las membranas celulares son uno de los componentes mas sensibles al estrés por calor
en las células de las plantas (7) que lleva a cambios en su funcién, composicion y
estructura (8). La ruptura o dafio que se producen en ellas conducen a la pérdida de

electrolitos (aminoéacidos, acidos organicos, proteinas y otros solutos) (9).




Sullivan (10) desarrollé una prueba para medir la tolerancia al calor, la cual determina
la termo-estabilidad de la membrana celular a través de la medicion de la cantidad de
electrolitos perdidos en discos de hojas (mediante lecturas de la conductividad
eléctrica), después de una exposicion a un tratamiento de calor (>40 °C). Los resultados
obtenidos por la pérdida de electrolitos puede ser un criterio de seleccién indirecto para
la tolerancia al calor (11,12,13), Sin embargo, la sensibilidad sobre los procesos
fisiologicos varia segun el estado general del cultivo, etapa fenoldgica, especie,
genotipo, y los niveles de temperatura (asociada a su intensidad, duracion y tasa de
ascenso) (14). Un genotipo es tolerante cuando la pérdida de electrolitos es baja, debido
a una alta termo-estabilidad de la membrana (15).

Las caracteristicas especificas de los lipidos que conforman la membrana celular varian
con la especie (15). Debido a esto, la estabilidad de la membrana también cambia bajo
estrés por calor. Por ésta razon, dado el interés y alcance de lo sefialado, la importancia
de la tarea a desarrollar radica en la posibilidad de probar dicha técnica para los citricos,
y asi obtener datos preliminares acerca de la permeabilidad de la membrana celular y

dafo celular relativo como indicadores de estrés térmico en plantas de limon.

OBJETIVOS

Adquirir destreza en la recepcién, acondicionamiento y procesamiento de las muestras
para su andlisis y puesta a punto de la técnica de determinacion de la estabilidad de

membrana celular en hojas de limon.

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del presente trabajo se tomaron muestras provenientes de ensayos de
lotes comerciales homogéneos de Limén (Citrus limon) cv 'Eureka’ injertado sobre
Limon rugoso (Citrus jambhiri Lush) de 11 afios de edad, y una densidad de 357 plantas
ha! en el Departamento Mburucuya, Corrientes-Argentina, el dia 16 de enero del afio

2023 registrando temperatura de 35°C en horas del mediodia, considerando la franja

horaria de mayor estrés térmico (dato disponible en Sistema de Gestién CLIMA

(bolsacer.org.ar)).



https://centrales.bolsacer.org.ar/accounts/login/?next=/
https://centrales.bolsacer.org.ar/accounts/login/?next=/

El tamafio de la muestra seleccionada de forma aleatoria fue de 28 arboles, colectando
la tercera o cuarta hoja en buen estado sanitario y nutricional; una en cada cuadrante y a
la altura media de la planta generada en la primavera o bien la tercera o cuarta hoja
después que los frutos hayan alcanzado un tamafio de 3-4 cm de diametro.

Cada muestra fue puesta en bolsa y almacenada en conservadora con agua sin hielo de
manera tal que conserve las condiciones de temperatura ambiente reinantes para su
envio inmediato al laboratorio.

Las mediciones de la termo-estabilidad de la membrana celular se realizaron en el
departamento de Quimica Analitica y Agricola, Facultad de Ciencias Agrarias,

siguiendo el procedimiento inicial propuesto por Sullivan (10):

1. Se realizaron cortes de aproximadamente 1cm? de hojas de limon con eliminacion de
la vena media, cubriendo un area foliar de 10 y 20 cm? por muestra, tomadas de la
misma lamina (Figura 1) y que fueron colocados rapidamente en tubos de ensayos.
Seguidamente, se construyeron dos grupos de 28 tubos cada uno, para diferentes
procesos térmicos en ambas areas foliares, contabilizando un total de 112 muestras

procesadas.

Figura 1: procesamiento de las muestras tomando un Area foliar de 10 y 20 cm? para la
determinacion de la estabilidad de membrana.

2. Cada muestra se lavé tres veces con agua destilada a temperatura ambiente (25°C), a
fin de eliminar los electrolitos liberados debido al corte del tejido y que las mismas
permanezcan humedas.

3. Después del lavado, se agregaron 2mL de agua destilada a cada tubo de ensayo,
cubriéndolos con una pelicula papel aluminio a fin de evitar la desecacion y

evaporacion durante los sometimientos de calor.




4. El 1% grupo de tubos fueron sumergidos en bafio maria y llevados a estufa
manteniendo el control de la temperatura de 45°C por 1 hora (Tratamiento); y el 2%
grupo se mantuvo en condiciones ambientales a 25°C durante el mismo periodo
(Control) (Figura 2).

Figura 2: grupo de muestras que fueron sometidos a tratamiento térmico de 45°C por 1h

5. Terminado el procedimiento anterior, se agregaron 10mL de agua destilada al
namero total de tubos y llevados a 10°C por 24 horas en el refrigerador para permitir
la difusion de electrolitos.

6. Transcurrido dicho tiempo se dejaron reposar a 25 °C por 1 hora.

7. Luego se procedio a realizar la 1" lectura de la conductividad eléctrica (CE1) con el
conductimetro de laboratorio Digital Conductivity Meter (marca APERA EC700 con

compensacion de temperatura automatica) [determinando T1y C4] (Figura 3).

Figura 3: Uso del conductimetro para la medicion de la CE a temperatura ambiente.




8. Seguidamente, el total de las muestras (tratadas y control) se introdujeron en
autoclave (a 120°C y 1 atm de presion) por 15 min para destruir el tejido

completamente y liberar todos los electrolitos (Figura 4).

Figura 4: Uso del Autoclave facilitado por el departamento de Fisiologia Vegetal con

las muestras.

9. Una vez finalizado el paso anterior, se dejaron reposar a 25 °C por 1 hora.
10. Posteriormente se realizo la 2% lectura de la CE (CE2) [determinando T2 y C2].
11. La estabilidad de membrana celular se obtuvo a partir de la siguiente férmula:

[ CMS % = [1- (T4/T2) / 1- (C1/C2)] x 100 ]

Donde, T corresponde al valor de CE de las muestras que recibieron tratamiento
térmico en bafio maria a 45°C y C corresponde al valor de CE testigo a 25°C. Los
subindices 1 y 2 concierne a la lectura de CE inicial y final (pre y post autoclave

respectivamente).

12. El % de dafio celular relativo (DCR) se lleg6 a partir de:

——
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RESULTADOS

A partir de las mediciones de la conductividad eléctrica y posterior determinacion de la
estabilidad y dafio de la membrana celular, siguiendo el protocolo sugerido por (10) y
(16) podemos observar que cuanto mayor sea la conductividad eléctrica, mayor sera la
perdida de electrolitos y menor su retencién en relacion al total contenido en el tejido,

resultando asi en una menor estabilidad de la membrana y mayor dafio celular relativo.

Los resultados de este estudio, evaluando una superficie foliar de 10 cm?, confirman que
se evidencia mayor estabilidad de membrana celular [EMC] (entre 76 y 96%) y menor
dafio celular (valores menores de 24 a 4%) en las muestras provenientes de arboles
numerados del 21 al 28, lo que sefiala su mayor tolerancia al calor. En general el resto
presentaron valores menores de 71% de EMC vy dafios de entre 29 y hasta 68% (Figura
5).

Figura 5: grafico combinado de EMC (columnas) y Dafio a la membrana celular (linea)
en Limon (Citrus limén) cv 'Eureka’ en muestras de 10 cm? de éarea foliar en respuesta al
incremento de la temperatura de exposicion del tejido foliar mediante el método de la
termoestabilidad de la membrana celular.




En tanto, la evaluacion del area foliar de 20 cm? (Figura 6), se hallaron EMC entre 37%
y 67%, excepto las muestras correspondientes del 21 al 28 que superan valores de 80%

de EMC, acompaiiados de valores de dafio celular relativo bajos (de 2 a 19%).

Figura 6: grafico combinado de EMC (columnas) y Dafio a la membrana celular (linea)
en Limon (Citrus limon) cv 'Eureka’ en muestras de 20 cm? de area foliar en respuesta al
incremento de la temperatura de exposicion del tejido foliar mediante el método de la
termoestabilidad de la membrana celular.

De acuerdo a lo esperado, los aumentos de la temperatura bajo estrés por calor
provocaron incrementos en el Dafio celular, lo cual coincide con lo encontrado en

cultivos de maiz, frijol y quinoa (16, 17, 18).

El porcentaje de dafio por exposicidn a alta temperatura y la pérdida de electrolitos de la
célula, a partir de mediciones condutometricas es un método fiable y facil de realizar
(19). A partir de evaluaciones de termoestabilidad en diversos cultivos sefialaron un
aumento significativo en el rendimiento en lugares calidos a partir de la seleccién de
lineas con membranas termoestables (20). Por ello se conoce que los cultivos
subtropicales han desarrollado diversos mecanismos para hacer frente a los efectos
nocivos del estrés por calor, en particular, bajo estrés térmico no letal (<40°C); asi
pueden ser inducidas para ajustar la condicion de estrés, como es la aclimatacion al
calor, que resulta de cambios de muchas respuestas fisioldgicas y bioquimicas de las
plantas (21, 22).




En cuanto al analisis de las superficies foliares probadas no se ve diferencia marcada en
los resultados, por lo tanto, se pueden utilizar cualquiera de las dos superficies para la
metodologia descrita (Figura 7); teniendo en cuenta que la utilizacién de menor cantidad
de material vegetal resulta mas conveniente por su facilidad en el procesamiento de las

muestras.

Figura 7: Estabilidad de membrana y Dafio de membrana celular para las dos
superficies foliares evaluadas (10 cm? y 20cm?).




COMENTARIOS FINALES

El trabajo de laboratorio es de suma importancia, siguiendo los protocolos, desde el
acondicionamiento de las muestras para su analisis, y hasta cada paso de los
procedimientos para la determinacion de la EMC y posterior anélisis de resultados. La
importancia de las determinaciones que en la teoria se resaltan y que en la practica se
evidencian, donde se debe destacar la habilidad de la persona que realiza la practica,
donde minimas distracciones o la propia humanidad juegan un papel importante en no
cometer errores y que el analisis se realice de la forma mas precisa posible y arribar a

resultados fidedignos.

La determinacion de la estabilidad de membrana celular (EMC) y de Dafio celular es un
método rapido y seguro para determinar plantas mas tolerantes al estrés por calor. Por
esta razon se ha llevado a cabo el acondicionamiento y procesamiento de las muestras

para su analisis y puesta a punto de la técnica en hojas de limén.

El andlisis de los resultados indic que la EMC vy dafio en este estudio fue similar en
cuanto a las dos superficies foliares probadas (10 y 20 cm?), a su vez, que las muestras
de los arboles 21 al 28 presentaron mayor EMC y menor dafio, indicando mayor
tolerancia de estas plantas al estrés por calor respecto al resto de las plantas de Limon

(Citrus limon) cv 'Eureka’.
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