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1. INTRODUCCION

Hace algunas décadas (fines de la década de 1970) se detectd por primera vez
una disminucién considerable de la capa de ozono sobre la Antartica, como
consecuencia de la emision a la atmésfera de compuestos clorofluorocarbonados
provenientes de los aerosoles y sistemas de refrigeracion. Durante |os Ultimos afios, este
problema ha aumentado progresivamente, dando origen a un aumento de la radiacion
ultravioleta-B que alcanza la superficie terrestre.

El aumento de las radiaciones ultravioleta del tipo B (280- 320 nm) afectan a
todos los seres vivos, pero especiamente a las plantas ya que estas dependen de la
radiacion solar para su existencia, de ahi que ante una variacion de laradiacién que llega

ala superficie terrestre éstas se pueden ver més afectadas.

Las plantas, entre otros organismos, dependen de la existencia de la capa de
0zono como barrera protectora contra la radiacion ultravioleta. Este tipo de radiacion

puede generar alteraciones momentaneas (aclimatacion) o permanentes (dafio genético).

Tales alteraciones eran practicamente desconocidas hasta € descubrimiento del
grave debilitamiento de la capa de ozono alcanzado en la década de 1980. Las
investigaciones en este tema se han centrado principalmente en cultivos agricolas y en

menor medida en especies nativas.

Las respuestas de las plantas a la radiacion ultravioleta y especificamente a la
radiacion ultravioleta B incluyen cambios fisiologicos, bioquimicos, morfolégicos y
anatomicos. En genera, la radiacion UV-B afecta deletéreamente el crecimiento,

reduciendo € tamarfio de las hojas y limitando e érea de captacion de energia luminica



Adicionamente, tal radiacion afecta la sintesis de metabolitos secundarios que
comprende una variedad de compuestos polifendlicos como la lignina, taninos e
isoflavonoides que actlan como filtros naturales de la radiacion UV-B. Ademés de
alteraciones en el material foliar de la planta, diversas otras partes u 6rganos vegetales se
ven también afectadas, entre ellas el polen, que corresponde a la estructura portadora del
material genético de todo organismo y del cual no existe la certeza que presente algin

mecanismo de proteccién a los cambios de radiacion.

De ahi que sea importante conocer como el polen se ve afectado por la radiacion
UV-B, sobre todo s se trata de una especie como Gevuina avellana Mol., especie nativa
de Chile de la cual existe pocainformacion y que presenta un gran potencial.

Actuamente, dado los niveles de radiacion UV-B que alcanzan la superficie
terrestre y a breve periodo de vida de las estructuras florales, se ha observado que la
radiacion UV-B no afecta la capacidad germinativa ni el desarrollo del tubo polinico del

polen de G. avellana Moal.

No obstante, €l permanente deterioro de la capa de 0zono y los mayores niveles
de radiacion UV-B que iran alcanzando la superficie terrestre, con el consiguiente mayor
efecto nocivo sobre los organismos vivos, permite formular la hipétesis de que un
aumento de la radiacion UV-B puede afectar directamente, tanto la capacidad
germinativa, como el desarrollo del tubo polinico del polen de G. avellana Mol. pese a

breve tiempo de vida de su estructurafloral.

Para probar tal hipétesis se plantea como objetivo general, evaluar el efecto de la

radiacion UV-B en polen de G. avellana Mol.

Como objetivo especifico de esta investigacion se considera irradiar €l polen de
G. avellana Mol. y evaluar el efecto que un exceso de radiacion UV-B tiene a diferentes

tiempos de exposicion a dicha radiacion sobre |os siguientes parametros:



- Porcentaje de germinacién de polen con exceso de radiacién UV-B (%)
- Porcentaje de germinacion de polen sin exceso de radiacion UV-B (%)
- Longitud del tubo polinico de polen con exceso de radiacion UV-B (um)

- Longitud del tubo polinico de polen sin exceso de radiacion UV-B (um)



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

21 Laradiacion solar.

La radiacion solar satisface dos importantes necesidades de los organismos
biologicos: energia e informacion haciendo que virtualmente casi toda la vida depende
de ella (MOORE et al., 1998 y HOPKINS, 1999). Por un lado, la energia radiante
proveniente del sol mantiene la temperatura en la superficie terrestre en un nivel
adecuado para la vida y por medio del proceso de fotosintesis, es la fuente elemental de
energia que sostiene la vida. La radiacion, en su forma de luz provee, ademés de
informacion critica para € medio ambiente, informacion usada por las plantas para
regular movimientos, iniciar procesos de desarrollo y notar € paso del tiempo. La
importancia de laluz en lavida de las plantas, se reflgja en el estudio de la fotobiologia,
gue se relaciona con fendmenos tales como la fotomorfogénesis, fotoperiodismo y
fotosintesis (HOPKINS, 1999).

2.2 Naturalezafisicadelaluz.

Luz, corresponde a una forma de energia radiante, a una estrecha banda de
energia dentro del continuo espectro electromagnético de radiacién emitido por € sol. El
término “luz” describe la fraccidn del espectro electromagnético que causa la sensacion
fisiolégica de vision en humanos (HOPKINS, 1999). En otras palabras, se define como
el rango de longitud de onda (?) entre los 400 y 760 nm, capaces de estimular los
receptores localizados en la retina del ojo humano (MOORE et al., 1998; HOPKINS,
1999 y NOBEL, 1999).

La luz se propaga a través del espacio por medio de ondas, que se caracterizan
por presentar oscilaciones regulares y repetitivas (crestas) con propiedades eléctricas y

magnéticas. Estas ondas 0 crestas magnéticas y eléctricas, perpendiculares entre si,



tienen tanto una “longitud de onda’, como una “frecuencia’. La longitud de onda (?),
corresponde a la distancia en € espacio entre 2 crestas de la onda y la unidad métrica
con que se dimensiona tal distancia es el nandmetro (nm). La frecuencia (?), es el
nimero de crestas o ciclos que pasan por un punto en el espacio, en un segundo
(HOPKINS, 1999).

2.2.1 Espectro electromagnético. Considerando todas las radiaciones que alcanzan la
atmosfera la distribucién conocida de la energia electromagnética se puede ordenar
segun su longitud de onda, frecuencia o energia fotonica que estén asociadas con ciertas
regiones del espectro electromagnético. Segun longitud de onda creciente encontramos
los rayos césmicos (rayos d y rayos X), la radiacion ultravioleta, la region visible del
espectro, la radiacion infraroja, las microondas y las ondas de radio (SALISBURY y
ROOS, 1992).

Las radiaciones no son una corriente continua de energia, Sino que son un
conjunto de pequefias particulas energéticas llamadas fotones. Un foton es la unidad
divisible més pequefia de la luz con una energia proporcional a & frecuencia de la
radiacion. La intensidad de la luz depende de €l numero de fotones absorbidos, por
unidad de tiempo. Cada foton Ileva una cantidad determinada de energia la cual esta
dada por cuanto vibre € foton, lo que implica que a menor vibracién, menor energia
(MOORE €t al., 1998). Ademas, la energia foténica de la radiacién es inversamente
proporcional a su longitud de onda (HOPKINS, 1999), como se aprecia en la formulas
22y 23.

hc C
E= |_ = hu 2,1) | = — 2,2)
u

(Energia (E), Const. De Planck (h), Vel. delaluz (c), Long. de onda (?), Frecuencia (?))



Las diferentes longitudes de onda de la luz, son percibidas por los humanos,
como diferentes colores cada uno con diferentes niveles de energia, siendo €l violeta
aquel con mayor energiay € rojo € de menor energia, dentro del espectro de la luz
visible (MOORE et al., 1998).

Estrictamente hablando, las regiones del espectro que los humanos percibimos
como rojo, verde o azul se denominan como luz, mientras que las regiones ultravioleta e
infrarroja del espectro, que no son detectadas por la vision humana (aungue pueden tener

efectos biol 6gicos significativos), se denominan como radiacion (HOPKINS, 1999).

2.3  Radiacion fotosintéticamente activa.

El nivel de irradiacion solar es un importante factor ecolégico, del cua todas las
plantas fotoautétrofas dependen. Pero solo laregion del espectro entre los 400 y 700 nm
accionan directamente la fotosintesis (LAMBERS et al., 1998). A esta region del
espectro se le conoce también como PAR, que viene de la sigla de su expresion en inglés
“Phothosinthetically Active Radiation” (HOPKINS, 1999).

Esta radiacion, especialmente entre la luz azul y roja, es fuertemente absorbida
por la clorofila. El porcentgje de absorcion varia por diferentes causas tales como: edad
de la hoja, presencia de estructuras epidérmicas que reflgjan parte de la radiacion que
alcanza a la planta. Por gemplo, una hoja pubescente (con pilosidades) puede absorber
hasta un 40 % menos de luz que una hoja glabra (sin pilosidades) (TAIZ y ZEIGER,
1991 y SALISBURY y ROSS, 1992).

Un factor limitante de este grupo de longitudes de onda denominado PAR, es que
excluye aguella luz que se encuentra entre los 700 y 750 nm, que s bien es
fotosintéticamente inactiva en las plantas superiores, pertenece a la fraccién visible del
espectro y juega un rol significativo en la regulacion del desarrollo vegetal, como por
gemplo actuando en la reversibilidad de la activacion del proceso germinativo en

especies con semillas fotosensibles (HOPKINS, 1999).



24  Ozono.

El ozono es un gas que esta presente en la estratOsfera terrestre. Este gas se forma
por la accion de la radiacion ultravioleta, que actia como agente disociador de las
moléculas de oxigeno (y también del 0zono) en &omos de oxigeno, que répidamente se
combinan con moléculas de oxigeno formando € ozono (Os) de acuerdo a las
ecuaciones presentes en la Figura 1, también conocidas como “ Reacciones de Chapman”
(McQUARRIE y ROCK, 1984). La concentracion del ozono se encuentra determinado

por un equilibrio entre las reacciones antes descritas (CARVER, 1998).

Existe evidencia de que los niveles de radiaciéon ultravioleta-B (UV-B) en la
tierra, millones de afios atras, eran mucho mayores a los actuales. Ello por la ausencia de
plantas terrestres, 10 que como consecuencia impedia que se formara la capa de ozono y
por lo tanto las radiaciones ultravioletas alcanzara la superficie terrestre. Debido a esto
los primeros organismos que poblaron la tierra, vivieron bagjo € agua, pues la columna
de agua, atenuaba la radiacién UV-B a niveles adecuados para que los organismos
procariotas fotosintetizaran y crecieran. Con el tiempo, a liberarse oxigeno por efecto de
lafotosintesis, aument6 el O, atmosférico y alavez disminuyo la concentracion de CO,
(ROZEMA et al., 1999).

uv
Oz > 20
uv
Oz » Ozg + O
Og * Oz > Oz
Ogg + O > Oy + Oy

FIGURA 1 Reaccionesde Chapman.
FUENTE: CARVER (1998).



La evolucién de las plantas, en parte, fue posible por €l desarrollo de la capa de
ozono, la cual absorbe toda la radiacion UV-C y parte de la UV-B, lo que permiti6 la
evolucion de un ambiente acuatico a uno terrestre (Graham, 1993 y Stafford, 1991
citados por ROZEMA et al., 1999). Ademés, e desarrollo del metabolismo de
compuestos fendlicos (en parte inducido por la radiacion UV-B) con productos como
flavonoides y lignina, presentes en gimnospermas y angiospermas y que actlan como
filtros de laradiacion ultravioleta, han permitido la adaptacion a un ambiente con mayor

flujo de este tipo de radiacion, respecto a un ambiente acuético (ROZEMA et al., 1999).

24.1 Debilitamiento de la capa de ozono. La poshbilidad de que el ozono
estratosférico pudiese ser afectado por gases provenientes de fuentes humanas fue
reconocido a comienzos de la década de 1970. Pero no fue hasta mediados de tal década
que se identificd a principa responsable de €ello, los compuestos clorofluorocarbonos o
CFCs (McQUARRIE y ROCK, 1984). Los atomos de cloro de estos compuestos son
fotoguimicamente disociados por la radiacion ultravioleta, los cuales son responsables
finales de la destruccion del ozono. Por ejemplo, € diclorofluorometano por accién de la
radiacion UV libera un radical cloro, €l cual descompone una molécula de ozono por 2
vias: la primera en que forma un CIO destruyendo el ozono, y luego este ClO producido
reacciona con un radical O para formar una molécula de O, y regenerar otro radical Cl
gue puede a su vez destruir otra molécula de ozono (MCQUARRIE y ROCK, 1984 y
CARVER, 1998). Lo gque se comprende de mejor formaen laFigura 2.

Los CFCs tienen la notable caracteristica de poseer un tiempo de vida activa (en
la atmosfera terrestre) del orden de los 100 afios. Moviéndose en corrientes de aire a
alturas entre los 25 y 40 km, generando € deterioro del ozono. Cada molécula activa de
CFCs actua catal iticamente destruyendo aproximadamente 100.000 molécul as de ozono.
A su vez, € tiempo de vida activa de un aomo de cloro es aproximadamente de 1 a 2
anos (McQUARRIE y ROCK, 1984 y KOHEN et al., 1995).



uv
CF,Clyg > CF,Clg + Cl
Clg + Oz » ClOg + Oz
ClOg + O > Clg + Oz

FIGURA 2 Reacciones de destruccion del ozono por los compuestos CFCs (caso
del diclorodifluorometano).
FUENTE:  MCcQUARRIE y ROCK (1984).

Otra substancia quimica responsable del deterioro de la capa de ozono (en parte
de origen humano) es el bromuro de metilo (CH3Br). Esta substancia a quedar expuesta
a la radiacion solar se descompone liberando bromo, € cual es 30 a 60 veces més
destructivo para e ozono que € cloro. El bromo liberado reacciona con e O3
estratosférico formando BrO y liberando O,. A su vez e BrO producido reacciona con €
ClO formando un radical Br y un radical Cl, posteriormente €l radical Br que reacciona
con otra molécula de O3z para formar BrO que continla con la reaccion en cadena
(ORGANIZACION METEOROL OGICA MUNDIAL (OMM) y PROGRAMA DE LAS
NACIONES UNIDAS PARA EL MEDIO AMBIENTE (PNUMA), 2001), actuando

como lo muestra la Figura 3.

Debido a grave problema que significa el deterioro de la capa de ozono,
atribuido principalmente a los CFC, es que se suscribié € Protocolo de Montreal en
1987, con sus enmiendas en Londres (1990) y Copenhague (1992), a fin de limitar la
produccion y emision de CFC y otras fuentes de halogenos, a la vez de buscar
compuestos sustitutos no dafinos para el ozono (CARVER, 1998 y OMM y PNUMA,
2001).
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Una posible solucién serian los CFCs hidrogenados, como el CHzCClz y CHCIF»
gue presentan una vida media en la atmésfera de alrededor de 6 a7 afios, tiempo que no
es suficiente para alcanzar la estratésfera. La vida media mas corta de estos compuestos
es el resultado de su capacidad de reaccionar con radicales OH atmosféricos de CFCs.
Sin embargo, € problema existente permanecera por largo tiempo, por lo cua se debe
comprender la forma de reaccion de los organismos vivos a las consecuencias que dicho
problema conlleva (McQUARRIE y ROCK, 1984).

CH4Bry S » CHy+Br
Brig + Osg) > BrOg + Oy
ClOy) + BrO, > Bri+ Clg + Oz

FIGURA 3 Reacciones de destruccion del ozono (caso de destruccion por bromo).
FUENTE:  PNUMA (2001).

2.4.2 Nivelesactualesy futuros de ozono. Los niveles de 0zono (de la capa de 0zono)
son expresados como “ columna de ozono” (monto de 0zono sobre un punto determinado
en la superficie terrestre) y su unidad métrica es la Unidad Dobson (DU), enque 1 DU,
equivale a 0,001 mm de espesor a temperatura y presion normales (O°C y 1 atm). La
concentraciéon de ozono atmosférico es relativamente baja, acanzando valores no
mayores de 10 ppm a aproximadamente 30 km de altitud. Los porcentajes de pérdida del
ozono estratosférico estimados, respecto a aguellos valores medios determinados en la

década de 1970, son los siguientes:



1

- Antartica, primavera 50 %
- Artico, primavera 15 %
- Hemisferio Norte (latitudes medias), invierno/primavera 6 %
- Hemisferio Norte (latitudes medias), verano 3%
- Hemisferio Sur, durante el afio 5%

Sin embargo, no se ha observado una tendencia significativa de disminucion del
ozono en las regiones ecuatoridles (MADRONICH et al., 1998). Segun lo descrito
anteriormente, la disminucion méas pronunciada del O3 estratosférico se da en el
continente antartico, donde se han determinado disminuciones de hasta un 70 % durante
fines de invierno-comienzos de primavera (ROUSSEAUX et al., 1999). Esta diferencia
significativa entre las diferentes areas del planeta, respecto de los niveles de deterioro de
la capa de ozono, se explican por e hecho que naturalmente el espesor de esta capa es
mucho menor en la Antartica (CARVER, 1998).

La disminucion de la capa de ozono, como < ha sefidlado anteriormente, no se
circuncribe solamente a laregion antértica, sino que durante la época primaveral (afines
de ella) una masa de aire pobre en 0zono se mueve hacia latitudes més bajas (respecto de
la Antértica) alcanzando regiones australes de América del Sur, como por gemplo
Ushuaia, Tierra del Fuego (CABRERA et al., 1995 y ROUSSEAUX et al., 1999).
Valdivia se encuentra fuera del dominio de accién del agujero de ozono. Sin embargo,
ocacionalmente esta masa de aire, pobre en 0zono, alcanza € &rea 0 region en que se
encuentra Valdivia, particularmente hacia fines de la primavera, cuando se genera la
mayor penetracion de radiacion ultravioleta hasta la superficie terrestre
(LOVENGREEN et al., 2000).

Las proyecciones futuras son dificiles de realizar, pues existen fluctuaciones
naturales del ozono (ciclos estacionales), perturbaciones naturales como erupciones
volcanicas que son impredecibles. Ademas, que las estimaciones, en terminos de tiempo

y cantidad, sobre € reestablecimiento a niveles normales del ozono, sobre la base de un



deterioro causado por fuentes antropogénicas dependen del cumplimiento estricto del
Protocolo de Montreal. Todo lo cual, confluye en una incierta capacidad de predecir
(MADRONICH et al., 1998 y OMM y PNUMA, 2001).

25 Radiacion ultravioleta.

Esta radiacién se extiende dentro del espectro electromagnético, entre los 100 y
400 nm (BJORN, 1999 y MADRONICH et al., 1998). Se caracteriza por su ata
frecuencia y ato nivel energético, siendo particularmente efectiva en inducir reacciones
fotoquimicas (CALDWELL, 1978 y HOPKINS, 1999).

La absorcién de radiacion ultravioleta (UV), produce moléculas altamente
reactivas, que generalmente ocacionan la liberacion de un eectrén o la ionizacién
molecular, razon por la que se le conoce como radiacién ionizante (MOORE et al., 1998
y HOPKINS, 1999).

La radiacion ultravioleta que acanza la superficie terrestre se ve afectada por
factores temporales, geogréficos y meteorolégicos. Entre las 9 am y las 3 pm se recibe
cercade 75 % de la radiacion ultravioleta diaria, con un 20 a 30 % cerca del mediodia
Latitudes bajas tienen menor variacion en cuanto a la capacidad de dafio por la
radiacion, que latitudes altas a través del afio (DIFFEY, 1991). Las nubes, generamente
reducen la radiacion que alcanza la tierra, aunque este efecto es atamente variable
dependiendo del tamafio y cobertura de las nubes, tamafio y fase de las particulas que las
componen (gotas de agua, cristales de hielo). Es usua que la irradiacion UV sea mayor
en condiciones ke radiacion solar directa méas radiacion difusa (por las nubes) que en
condiciones de ausencia de nubosidad (MADRONICH et al., 1998).

Debido a diferencias en la densidad éptica de la atmosfera, la radiacion UV que
alcanza latierra es menor anivel del mar en laregion artica (g. Alaska) y mucho mayor
a altas dtitudes y bgjas latitudes (respecto a la region artica) como por g. Los Andes.
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Sin embargo, € “efecto” dtitudina es mucho menor que € latitudina (LAMBERS et
al., 1998).

Respecto a los niveles de aumento que ha tenido la radiacion ultravioleta que
alcanza la superficie terrestre, en relacion a la disminucion gque ha sufrido la capa de
ozono, estimandose sobre la base de agquellos valores medidos en la década de 1970
(cuando se comenzd con € monitoreo de la capa de ozono), “regionalmente’ €l

incremento ha sido €l siguiente:

- Antértica, primavera 130 %
- Artico, primavera 22 %
- Hemisferio Norte (latitudes medias), invierno/primavera 7%

- Hemisferio Norte (latitudes medias), verano 4%

- Hemisferio Sur, durante el afio 6%

Esperandose que bajo las condiciones suscritas en € Protocolo de Montreal, (con
Sus posteriores gjustes), €l afno 2050 se tengan los niveles normales existentes previo a
1980 (MADRONICH et al., 1998).

La radiacion UV se subdivide en 3 bandas. UV-A, UV-B y UV-C. La
subdivisién es arbitraria y difiere seguin la diciplina en que se trabaje. En la fotobiologia,
normamente las bandas se definen como a continuacion se indica: UV-A, 400-320 nm;
UV-B, 320-280 nm y UV-C, 280-100 nm (DIFFEY, 1991 y ORMROD y HALE, 1995).
Sin embargo, longitudes de onda menores que 290 nm es poco probable que alcancen la
superficie terrestre, excepto en las altas altitudes (DIFFEY, 1991). Longitudes de onda
menores que 320 nm, en general son mas activas fotobiol égicamente que longitudes
mayores, dentro de laradiacion UV (DIFFEY, 1991).

Laradiacion UV-A no es atenuada por la capa de ozono, alcanzando la superficie
terrestre facilmente (ORMROD y HALE. 1995). No obstante lo sefidado por
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MADRONICH et al. (1998), en orden a que en ciertas ocasiones si lo es. Este tipo de
radiacion causa en las plantas diversas reacciones fotoguimicas y por ende
manifestaciones fisiolégicas de impacto bioldgico similar a producido por la luz visible
(CALDWELL, 1978 y BJORN, 1999). En general |as plantas son menos sensibles a ésta
radiacion que alaradiacion UV-B (ORMROD y HALE, 1995). Sin embargo, HOPKINS
(1999), indica que son especies, tales como hongos, musgos o helechos los que
presentan mayor sensibilidad a esta radiacion. De ahi que tanto fisidlogos vegetales
como ecologos tengan un menor interés en las reacciones fotobiol dgicas producidas por
laradiacion UV-A, respecto alaradiacion UV-B (CALDWELL, 1978).

Dentro de la radiacién ultravioleta la radiacion del tipo UV-C es la que presenta
el mayor nivel de energia motivo por € cual es muy efectiva en la eiminacién de
microorganismos con una exposicion relativamente corta, siendo utilizada por ta
propiedad como medio de esterilizacion (CALDWELL, 1978). Sin embargo, debido a su
alto nivel energético, este tipo de radiaciones también afecta proteinas y acidos nucleicos
induciendo alteraciones tales como mutaciones o simplemente afectando el normal
funcionamiento o capacidad de tales compuestos (STRASBURGER et al., 1994 y
HOPKINS, 1999).

Afortunadamente toda la radiacién UV-C junto con parte de la radiacion UV-B
(radiacion con ? < 290 nm no penetran a la superficie de latierra STARSBURGER et al.
(1994)) son completamente absorbidas por € 0zono estratosférico, el oxigeno molecular
atmosférico y aerosoles (particulas dispersas de solidos y liquidos) (MADRONICH et
al., 1998 y HOPKINS, 1999). Esta condicion, es decir su no presencia en la superficie
terrestre, se espera no variard ain con un deterioro extensivo de la capa de ozono
(ORMROD y HALE, 1995).

La radiacion UV-B, que es la que concierne a este trabagjo, esta estrechamente

relacionada al contenido de ozono atmosférico, teniendo principa mente efectos dafinos



15

sobre diversos sistemas bioldgicos. De ahi que se describa mas extensamente a

continuacion.

25.1 Radiacién ultravioleta B. No obstante la cantidad de radiacion UV-B que
alcanza la superficie terrestre es de solo un 0,3% de la radiacion UV-B emitida por €
sol. Esta radiacion es la que recibe mayor motivo de estudio, debido a que su paso hasta
la superficie terrestre es fuertemente dependiente del contenido de ozono de la atmésfera
terrestre. Por lo tanto, en la medida que el ozono estratosférico disminuya, 10s niveles de
radiacion UV-B se incrementaran (KOHEN et al., 1995; ORMROD yHALE, 1995y
BJORN, 1999).

Si bien la radiacién UV-B presenta niveles de energia menores que la radiacion
UV-C, agunas respuestas de las plantas a esta Ultima también se dan con € incremento
de UV-B (g. mutaciones). Por lo tanto la fraccion més dafiina del espectro solar que
alcanzala superficie terrestre es laradiacion UV-B (CALDWELL, 1978).

Como se mencind anteriormente e determinar o predecir los futuros niveles de
radiacion UV-B es dificil e incierto. S bien, se piensa que los niveles actuales de UV-B
estan cercanos a su nivel maximo, dado que se estima que ocurre lo mismo con € nivel
de deterioro de la capa de ozono, no se puede asegurar tal cosa. Esto, porque la
interaccion de ozono-UV-B con otros factores, tales como cambios climéticos en el
largo plazo, como por gemplo un aumento en la concentracién de los gases
invernaderos, € no cumplimiento del Protocolo de Montreal o futuras erupciones
volcénicas, no son del todo manejables o estimables (MADRONICH et al., 1998).

2.5.1.1 Efectos de la radiacion UV-B en las plantas. Las plantas, definidas como
fotoautotrofas, obtienen su energia a partir de la radiacion solar por medio del proceso
de la fotosintesis. Las plantas, especiamente terrestres, estan fuertemente influenciadas
por la naturaleza e intensidad de la energia radiante durante toda su vida y son, por lo

tanto, especialmente vulnerables a los cambios en los niveles de radiacién UV-B que
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alcanzan la superficie terrestre (SALISBURY y ROSS, 1992; GREENBERG et al., 1997
y MOORE et al., 1998).

Algunas plantas a ser sometidas a condiciones de estrés o presién ambiental,
pueden verse afectadas desarrollando una 0 més alteraciones metabdlicas (HOPKINS,
1999). Teniendo en cuenta lo anterior y considerando que la radiacion solar se compone
de varios tipos de radiaciones, cada cual con un nivel particular de energia, se han
encontrado diversos efectos bioldgicos en plantas sometidas a diferentes niveles de
radiacion (PEREZ y MARTINEZ-LABORDE, 1994 y MOORE et al., 1998). Existiendo
una amplia variacién entre especies y procesos afectados por la radiacion UV-B
(ORMROD y HALE, 1995).

Importante es tener en cuenta que dentro de las respuestas que se pueden
presentar en un organismo expuesto a una determinada presion o estrés ambiental (g.
exceso de UV-B) estan: la adaptacion y la aclimatacion. La adaptacion corresponde a
una respuesta evolutiva, como resultado de modificaciones genéticas heredables, que
significan cambios morfol 6gicos o fisiol dgicos, que aumentan la capacidad o aptitud del
organismo frente a la presion ambiental que la genera. Siendo comin gue transcurran
una 0 Mas generaciones para que se manifiesten. La aclimatacion, por otra parte, a igual
gue la adaptacion implica cambios morfolégicos y/o fisiolégicos a causa de una
exposicion gradual a cierta alteracion ambiental. Sin embargo, tales cambios no son
heredables, pese a que la capacidad de aclimatarse seguramente responde a una
caracteristica genética. Ademas, los cambios por aclimatacion siempre suceden durante
la vida de un individuo, comunmente en algunos dias 0 semanas (LAMBERS et al.,
1998 y HOPKINS, 1999).

Los efectos que genera la radiacion UV-B y que resultan en cambios
morfoldgicos y/o fisiolégicos, suceden primeramente a nivel celular (DIFFEY, 1991).
Dentro de los efectos se incluyen alteracion de membranas (g. disipacion del potencia

eléctrico, cambios en € pH celular, inhibicion de la enzima ATPasa, entre otras) y
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denaturalizacion de proteinas, por gemplo cualquier proteina que tenga triptéfano,
tirosina o fenildanina (aminoacidos arométicos) tienen un méximo de absorcién de
radiacion a los 280 nm. Los cuales resultan en el deterioro de la funcidon enzimatica,
trandocacion, fotosintesis y otros procesos esencides (ORMROD y HALE, 1995 y
GREENBERG et al., 1997).

La absorcion de fotones de radiacion UV-B por parte del DNA resulta en un
dafio del cédigo genético. El dafio también es producto de |a absorcion de esta radiacion
por parte de fotoproductos derivados de la pirimidina (siendo esta la principa fuente de
dafio del DNA en plantas), que corresponden a dimeros del tipo ciclobutano,
comunmente llamados “dimeros de pirimidina’ (DIFFEY, 1991; ARTLIP vy
FUNKHOUSER, 1995; ORMROD y HALE, 1995 y GREENBERG et al., 1997).

Los dimeros y por ende los dafios generados en € DNA, pueden ser reparados
por tres mecanismos. fotoreactivacion (fotoliasa), excision y recombinacion. La
recombinacién no ha sido reportada en plantas, mientras que la excision solo se ha
demostrado en agunas investigaciones, consistiendo en el corte del area dafiada del
DNA més las bases cercanas a €ella, resintetizando lo eliminado por medio de la DNA
polimerasa. La fotoreactivacion se ha determinado en muchas especies vegetales,
implicando la reversibilidad de la formacion de dimeros de pirimidina (por causa de la
radiaciéon UV-B), requiriendo de radiacién UV-A y luz azul como catalizadores de la
enzima responsable de la reparacion, la fotoliasa (ARTLIP y FUNKHOUSER, 1995 y
GREENBERG et al., 1997).

Adicionalmente, como respuesta a incremento de radiacion UV-B se ha
determinado una disminucion de la fotosintesis producto de una alteracion del
fotosistema Il (que es sensible a esta radiacién). Mientras que como causales indirectas
que explican la disminucién de la fotosintesis estén la reduccion del crecimiento de
hojas y de la superficie fotosintetizadora; ademéas del cierre de estomas producto de
niveles elevados de UV-B (ORMROD y HALE, 1995 y GREENBERG et al., 1997).
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Niveles elevados de UV-B pueden afectar la conductancia estomética, mediante
la dteracion de la tasa de pérdida de agua (por transpiracion) y la tasa de captacion de
CO,, afectando a la fotosintesis. Esto, por generar un retardo en € cierre de estomas
(ORMROD y HALE, 1995).

Otro efecto de laradiacion UV-B se da sobre pigmentos vegetales. Por una parte,
se da una disminucion del contenido de clorofilay carotenoides en la planta (ORMROD
y HALE, 1995). Una dlta irradiacion UV-B combinada con una bgo nivel de PAR
generan una reduccion dignificativa en la concentracion de la clorofila. Ello
posiblemente debido a la fotooxidacion de la clorofila por accién de la UV-B o ala
inhibicién de su biosintesis. Se ha reportado ademas, un aumento en larelacion clorofila
alb, por e hecho de que la radiacién UV-B afecta preferentemente a la clorofila b. Los
carotenoides, respecto a la clorofila, son menos afectados por la radiacion UV-B, lo que
se explicaria por su rol fotoprotector en € aparato fotosintético (KULANDAIVELU et
al., 1996).

Por otra parte, existen pigmentos que actlian como una barrera protectora natural
contra la radiacion UV-B, los que usua mente son fenilpropanoides (g . flavonoides) que
se caracterizan por su caracter antioxidante y por absorber fuertemente la radiacion entre
los 280 y 340 nm, siendo su sintesis estimulada por la radiacion UV-B (ORMROD y
HALE, 1995; GREENBERG et al.,, 1997 y CALDWELL et al.,, 1998). Tales
compuestos también tienen un rol como defensa contra antagonistas de | as plantas, al ser
toxicos para otros organismos, incluyendo insectos, de tal forma que €l cambio en la
concentracion de ellos, inciden en la resistencia de las plantas a plagas o en los hébitos
de poblaciones de insectos herbivoros (ARTLIP y FUNKHOUSER, 1995y ORMROD y
HALE, 1995).

El incremento de la concentracion de flavonoides se debe a una mayor actividad
de la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL), la cual cataliza la primera reaccion en la

biosintesis de compuestos aromaéticos secundarios derivados de la fenilalanina y/o a una
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mayor velocidad de la biosintesis de dicha enzima. Esta respuesta involucraria al
fitocromo, un receptor de la luz azul y la radiacion UV-B, que gatillarian tal respuesta
(KOHEN et al., 1995y ORMROD y HALE, 1995).

Reducciones de crecimiento inducidas por la radiacion UV-B pueden asociarse
con cambios en la division celular y/o ©n la elongacion celular. Por gemplo, la
elongacion de células epidermales del hipocotilo se ha visto inhibida por la accion de
radiacion UV-B, como resultado de la fotooxidacion del &cido indolacético (I1AA)
(ORMROD y HALE, 1995). La oxidacion, dada por enzimas oxidativas, tal como las
peroxidasas, es promovida por esta radiacién, incluso pudiendo verse involucrada con un
aumento en e nivel de hormonas reguladoras del crecimiento, como e etileno.
Finalmente, cambios en los niveles hormonales podrian deberse a una expresion
genética inducida por laradiacion UV-B (CALDWELL et al., 1998).

Otro “campo de accion” de laradiacion UV-B (a niveles elevados) corresponde a
la deformacion epiderma y a la depositacion y erosion de ceras cuticulares en hojas
expuestas a €ella, ello por una ateracion de la biosintesis de tales ceras. También se han
demostrado reducciones en €l area foliar en ciertas plantas asociado a un incremento del
peso especifico de las hojas (ORMROD y HALE, 1995).

El patron de desarrollo de las plantas también es blanco de la radiacion UV-B. En
diferentes estudios se ha observado una disminucién en el calibre de semillas, longitud
de hipocotilo y de tallos, como también en € tamarfio de las plantas y la longitud de los
foliolos. No obstante, tales alteraciones no se relacionaron a una disminucién de la
fotosintesis. En otros estudios, en brotes, se determind una disminucion del tamafio de
las hojas y de los internudos a la vez de un aumento en la produccion de hojas y brotes
axilares, 1o cual no s asocio con reducciones en la produccion de materia seca total
(ORMROD y HALE, 1995).



En algunos cultivares de ciertas especies se ha determinado una reduccion de la
biomasa o de la produccién de materia seca total y en su rendimiento comercial,
producto del incremento de los niveles de radiacion UV-B a que se encuentran
expuestos. Siendo éste un fendmeno comin, mas no necesariamente generalizado
(ORMROD y HALE, 1995).

La floracion en ciertas especies se ve inhibida por niveles elevados de UV-B,
mientras que en otras es estimulada, ello porque la induccién del fotoperiodo para la
floraciones dependiente del nivel de radiacion UV-B. Pudiendo suceder que por tal
fendmeno, no existan la suficiente disponibilidad de polinizadores, la que constituiria un
problema importante, sobre todo en sistemas agricolas, no obstante, con un maneo
adecuado de este fendmeno se podria disminuir €l impacto. En general, en plantas de dia
largo se ha observado que la floracion se ve inhibida (ORMROD y HALE, 1995 y
CALDWELL et al., 1998).

La capacidad de competencia también es influenciada por niveles excesivos o
elevados de UV-B, pues especies mas tolerantes o menos sensibles a ella, tendran una
menor reduccion en su productividad. Por gemplo, ante un cambio en la forma de la
planta inducido por UV-B, tal planta puede competir mas eficientemente por la luz
(CALDWELL et al., 1998).

La suceptibilidad a patdégenos e insectos podria verse disminuida a causa de
cambios (aparte de los antes mencionados) en e metabolismo secundario de las plantas
o por adteraciones en e contenido de nitrégeno y azlcar en la planta, més
especificamente un aumento y disminucion de cada uno respectivamente (Hatcher y Paul
1994 citados por CALDWELL et al., 1998).

25.1.1.1 Efectos de la radiaciéon UV-B en polen. Muchos de los estudios

relacionados con radiacion UV-B en biologia reproductiva, se han focalizado en €
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polen, observandose reducciones en su germinacion y en la longitud del tubo polinico
(TORABINAUJED et al., 1998).

El grado de afeccion estd4 dado por caracteristicas de la especie, como también
por e tiempo de exposiciéon a la radiacion (TORABINAJED et al., 1998). Hint y
Cadwell (1986), citados por TORABINAJED et al. (1998) especulan que granos de
polen binucleado, son fisiol 6gicamente menos evolucionados y més lentos en germinar

que aquellos trinucleados, por lo que serian mas sensibles a la radiacion UV- B.

KOHEN et al. (1995) sefida que las paredes de las anteras filtran sobre € 98 %
de la radiacion UV-B incidente, protegiendo a polen de ella. Ademés, las paredes del
polen contienen compuestos que absorben UV-B (flavonoides en € caso de granos de
polen amarillos) permitiendo la transmision de tan solo un 20 % de la radiacién UV-B
(KOHEN et al., 1995; CALDWELL et al., 1998 y WALBOT, 2001). Sn embargo,
CALDWELL et al. (1998), determinaron que tales pigmentos proveen sélo una pequefia
proteccion contra esta radiacion, 1o que se explicaria por una distribucion localizada o
desuniforme de los pigmentos con el consiguiente mayor paso de UV-B hasta el DNA.
Por otra parte Krupko (1959), citado por STANLEY y LINSKENS (1974), determin0 la
presencia de altas concentraciones de flavonoides en la célula generativa, o que

significa una buena proteccion para el DNA contra la mencionada radiacion.

Ademas, durante el tiempo que el polen germinado se encuentra en el estigma, €l
tubo polinico (como también el grano mismo) queda expuesto a la radiacién UV-B y a
los efectos que ella genera (KOHEN et al., 1995y CALDWELL et al., 1998).

Una vez en € estigma la exposicién del tubo polinico a dicha radiacion es cas
nula, pues latransmitancia de UV-B através de la epidermis estigmatica es solamente de
un 2 % (DEMCHIK y DAY, 1996).



No obstante lo anterior, investigaciones previas han demostrado que plantas
tratadas con UV-B en exceso, previo a la antesis, pueden por algin mecanismo
desconocido tener importantes efectos en la viabilidad del polen (TORABINAJED et al.,
1998).

En resultados obtenidos por TORABINAJED et al. (1998), se determind que la
reduccion del desarrollo del tubo polinico, por efecto del aumento de la radiacion UV-B,
es més significativa en especies de polen trinucleado que binucleado. Adicionalmente se
ha determinado que especies monocotiledoéneas se ven maés afectadas que las

dicotileddnesas.

26  Relacion fotonica PAR:UV-A:UV-B.

Al nivel de la superficie terrestre, la razon molar entre la luz fotosintéticamente
activa (PAR), radiacion UV-A vy laradiacién UV- B es aproximadamente 100: 10: 1. El
nivel de radiacion UV-A se mantiene relativamente constante, no siendo afectada
mayormente por factores latitudinales, atitudinales o estacionales (GREENBERG et al .,
1997). Los niveles de PAR y radiacion UV-B varian segun atitud, latitud y periodo del
dia. CALDWELL et al. (1998), plantea que los niveles de radiacion PAR:UV-A pueden
tener un fuerte efecto atenuador en respuesta a | os efectos causados por la radiacion UV-
B en las plantas. Pero en condiciones de un desbalance entre PAR:UV-A y UV-B, con
niveles bajos y atos respectivamente, los efectos de la radiaciéon UV-B pueden ser

mucho mas severos.

S los niveles de UV-B son menores a 1% de la radiacion PAR, se pueden
esperar respuestas de adaptacion a la radiacion UV-B (GREENBERG et al., 1997).
Contrariamente cuando los niveles de UV-B han sido mayores a 1% de la radiacion
PAR se ha observado que los efectos dafiinos por causa de la radiacion UV-B se ven
incrementados (HUISKES et al., 1999).



2.7 Gewuina avellanaMol.

A continuacién se describen los aspectos mas relevantes de esta especie:

2.7.1 Aspectos generales. La especie G. avellana Mol. perteneciente a la familia
Proteaceae, debe su nombre a que los mapuches o denominaban “guevin” y a parecido
gue los colonizadores esparioles le encontraron a su fruto (por sabor y gusto) con la nuez
del avellano europeo (Corylus avellana L. (URBAN, 1934; MUNOZ, 1980 y
NUESTRA TIERRA, 1990). También se le conoce como “Gevuin”, “Guevin”, “Nefu”,
“Avellano Chileno”, “Chilean Hazelnut”, “Chile Hazel” y “Chile Nut” (HALLOY et al.,
1996; MEDEL y MEDEL, 2000 y MONTENEGRO, 2000).

Desde fines de 1970 esta especie ha formado parte de un programa de
investigacion y desarrollo fruticola, adecuado a la redlidad del sur de Chile,
especiamente a territorio comprendido por la IX y X Regiones, cuya linea més
relevante ha sido e mejoramiento genético y cultural de especies, cultivares y clones
con adaptabilidad productiva y comercial, en funcion de las condiciones particulares de
climay suelo de este vasto territorio (MEDEL, 1978; MEDEL, 1987 y MEDEL, 1990).

Sin embargo, siendo e avellano chileno una especie nativa de amplia
distribucion geografica y que forma parte especialmente de bosgques siempreverdes del
sur de Chile, no ha alcanzado mayor importancia econdmica ain cuando sus frutos
tienen excelentes caracteristicas comestibles y los arboles se destacan por la notoria
belleza de sus hojas, flores y frutos (HEYWOOD, 1993 y MEDEL y MEDEL, 2000).
Ello porque hasta ahora su mango se remite a uno de tipo extensivo (artesanal),

desaprovechando |as potencialidades que tiene esta especie (arbol y fruto).

2.7.1.1 Distribucion y habitat. Crece principamente de la VII hasta la XI Regiones,
desde e norte del rio Teno por la Cordillera de los Andes y desde € sur del rio
Mataquito por la Cordillera de la Costa, hasta las islas Guaitecas (DONOSO, 1978 y
RODRIGUEZ et al., 1983). También se sefidla su presencia en la VI Regién e incluso
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desde Valparaiso (Juan Ferndndez inclusive, pero naturaizada) (MUNOZ, 1980;
HOFFMANN, 1982 y MONTENEGRO, 2000).

El desarrollo con mayor variabilidad, vigor y frecuencia de la especie se
encuentra en los bosques del tipo forestal siempreverdes (bosques subantérticos).
Altitudinalmente este tipo forestal no sobrepasa los 1000 m.s.n.m. Més arriba dominan
bosques puros de coiglie comun, lenga y coigiie de Magallanes. Hacia areas mas bajas,
llegando a la depresién intermedia central, los bosques siempreverdes se topan con
comunidades que forman parte del tipo forestal roble-rauli-coigiie (DONOSO et al.,
1999 y MEDEL y MEDEL, 2000). LOBOS (1987), sefida que G. avellana Mol. no
crece a altitudes superiores alos 600 m.s.n.m.

Las Protedceas chilenas, entre ellas G. avellana Mol., no forma comunidades
puras, sSino que se introduce en bosgues de otras especies, particularmente en las areas
que se recuperan después de haber sido afectadas por la explotacion, roce o incendio del
bosque o bien en aeas marginales (RODRIGUEZ et al., 1983 y MONTENEGRO,
2000). En aquellas éreas en que e bosque ha sido explotado, € avellano surge
rapi damente desde |os tocones, invadiendo el area (DONOSO, 1978).

Cuando la corta de los Nothofagus (roble y rauli) es reiterada, o cuando los
animales los ramonean impidiendo su crecimiento, es posible que € avellano se
constituya como la especie dominante de una comunidad disclimax, en cuyo caso los
arboles se desarrollan con copas amplias y frondosas. Como especie de sotobosque, en
cambio, se desarrollan con tallos etiolados y largas ramas (DONOSO, 1978).

Los climas mediterréneos y templado-himedo con alta pluviometria anual, pero
con una distribucion irregular que condiciona meses egtivales (diciembre a febrero)
expuestos a condicion de sequia, caracterizan el territorio donde esta especie se
desarrolla preferentemente. Sin embargo, su adaptabilidad es mucho més amplia,
abarcando situaciones mas continentales (MEDEL y MEDEL, 2000).
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Segun Steubing et al. (1983), citados por DONOSO (1993), existe una clara
adaptacion genética de la resistencia a frio de las especies Proteaceas chilenas, entre
ellas G. avellana Moal., cuestion comprobable a no observarse una sintomatol ogia visual
caracteristica de heladas en hojas y yemas. Ademés, estas caracteristicas se mantienen a
través de los estados de plantula, juvenil y adulto (DONOSO, 1993 y MEDEL vy
MEDEL, 2000).

Debido a la plasticidad ecoldgica de la especie, es capaz de crecer en suelos
profundos, con densidades bajas, buena porosidad y buen nivel de nutrientes, y en
contraposicion, también en suelos volcanicos (lavas y escorias) y en suelos fiadis de la
depresion intermedia (DONOSO et al., 1992 y RAMIREZ et al., 1990).

Por su adaptabilidad a diferentes condiciones de luminosidad, se comporta como
especie intolerante tanto como semitolerante (DONOSO et al., 1992).

2.7.1.2 Usos. Lamasivay prolongada floracion que presenta el avellano chileno, junto
con la abundancia de su néctar, la convierten en una especie altamente visitada por una
entomofauna diversa, destacandose entre ellas. Corynura chloris Spin. y Apis mellifera
L., dando como producto una miel de excelentes caracteristicas (MEDEL y MEDEL
2000y TAPIA, 2000).

Dd fruto, excluyendo € pericarpio (céscara), se sefida los siguientes usos:
avellana tostada para consumo directo 0 en productos de confiteria y de pastéeleria,
avellana tostada sadlada o “snack”, aceite de avellana para consumo humano o
cosmetolégico y harina de avellana entera 0 desgrasada para uso en pasteleria,
confiteria, aimentos infantiles y aimentacion animal (CACERES et al.,, 1982 y
NUESTRA TIERRA, 1990).

En e aceite que se obtiene (49,39g/100g de fruto comestible), se presentan

principalmente acidos grasos no saturados (de 1, 2 o 3 dobles enlaces) con un 93% del



26

total de &c. grasos (MEDEL, 1987 y NUESTRA TIERRA, 1990). Algunos de €llos han
sido identificados por su alto valor para propdsitos farmaco-cosméticos. En particular, €
ac. palmitoléico (sobre 27,6% del total de ac. Grasos) que es bien absorbido por la piel y
conforma un buen filtro natural contra radiaciones bajas del espectro ultravioleta
(MEDEL, 1987 y Karmelic (1982), citado por HALLOY et al., 1996).

La harina desgrasada resultante de la extraccion del aceite, presenta un alto
contenido proteico (24,3%). Ademas, los contenidos de fibra y carbohidratos son de
8,6% y 55,1% respectivamente lo que la presenta como apta para alimento (NUESTRA
TIERRA, 1990).

G. avellana Mol. es una especie muy hermosa por lo que a menudo se la
reconoce formando parte de parques y jardines publicos (MONTENEGRO, 2000).
Ademas, de uso como planta, el follgje, por su larga durabilidad, es vendido en florerias,
siendo usado en arreglos florales (coronas funerarias) y como aderezo de alimentos y
mesas en restaurantes (HALLOY et al., 1996).

La madera, por su hermoso veteado, es especialmente interesante para chapas 'y,
a nivel local, para ebanisteria, confeccion de algunos instrumentos musicales, remos
para botes y artesania popular (DONOSO, 1978; HOFFMANN, 1982 y RODRIGUEZ et
al., 1983) . Sin embargo, nunca ha cobrado mayor importancia debido al escaso volimen
gue representa (DONOSO, 1978).

La corteza del fruto (pericarpio) presenta un ato contenido de taninos, que
pueden usarse en curtiduria 0 como combustible con un gran poder calérico, similar a
de lalefia (HOFFMAN, 1982 y MEDEL y MEDEL, 2000).

Sin embargo, todas estas posibilidades sdlo han sido utilizadas en forma

fragmentaria y carecen de un significado de peso para la conservacion y mejoramiento
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de un recurso natural y su participacion en la actividad econémica (MEDEL y MEDEL,
2000).

2.7.2 Clasficacion taxondmica. Segin STRASBURGER et al (1994) y HALLOY et

al. (1996) G. avellana Mol. se clasifica de la siguiente manera:

- Especie: Gevuina. avellana Mal.

- Nombre comun: Avellano chileno, gevuin, etc.
- Género: Gevuina

- Subfamilia: Grevilleoideae

- Familia: Proteaceae

- Subtribu: Gevuinineae

- Tribu: Macadamieae

- Orden: Proteales

- Subclase: Rosiidae

- Clase: Dicotiledonea

- Subdivision: Angiosperma

2.7.3 Descripcion botanica. G. avellana Mol. es un &bol siempreverde, de hasta20 m
de atura, con e tronco recto y cilindrico de 50 a 60 cm de didmetro. Cuando crece
asociado a otras especies crece de forma més erecta 0 més globosa cuando se encuentra
aislado bajo mayor condicion de luz (HOFFMANN, 1982; RODRIGUEZ et al., 1983 y
MEDEL y MEDEL, 2000).

La corteza es delgada, de color gris cenicienta con manchas oscuras, mientras
que los brotes nuevos estan cubiertos de un tomento ferrugineo (cubierta pilosa rojiza)
(RODRIGUEZ et al., 1983 y MONTENEGRO, 2000).

De follge perenne, las primeras hojas son simples, siendo en genera

compuestas, ubicadas en posicion alterna en la rama, permanecen adheridas hasta 4 afos
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en e arbol. Poseen los bordes aserrados, son duras fibrosas, con la superficie superior
muy brillante y peciolos pubescentes (HOFFMANN, 1982; MEDEL y MEDEL, 2000 y
MONTENEGRO, 2000).

Las especies pertenecientes a la familia de las Proteaceas, se caracterizan por
presentar raices proteiformes, que son un tipo anorma de ramificacién que origina
conglomerados de raicillas, con abundantes pelos radicales, dispuestos en torno a un ge
(Purnéll 1960, citado por RAMIREZ et al., 1990). Este tipo de raices significa un
aumento considerable de la biomasa total, una mayor absorcion de agua y mayor
porcentgje de hidratos de carbono (RAMIREZ et al., 1990).

Las flores, generalmente son de color blanco o amarillo-cremoso, reunidas en un
racimo flora correspondiente a una inflorescencia axilar, de unos 10 a 14 cm dispuesta
en los extremos de las ramas, con 45 a 70 flores (RODRIGUEZ et al., 1983; RIVEROS
et al., 1999 y MONTENEGRO, 2000). Cada una de las flores es hermafrodita, se
caracterizan por su asimetria, de 1-1,2 cm de largo, pedunculadas, geminadas, dispuestas
helicoidalmente alrededor del raquis. Presentan 4 tépalos libres, reflexos, pubescentes de
9-10 mm de largo, con el extremo superior concavo. Con 4 estambres sésiles, insertos en
lacavidad de cada uno de los tépalos. Ademés, de 2 glandulas hipoginas. Ovario sipero,
pubescente, unilocular y con 2 oOvulos (URBAN, 1934, HOFFMANN, 1982
RODRIGUEZ et al., 1983 y MONTENEGRO, 2000).

En ensayos de autopolinizacion manual, se determind que G. avellana Mol.
corresponde a una especie autoincompatible, ello pese a que esta especie, durante la
apertura floral (antesis), la antera degja adherido a la superficie del estigma la totalidad
del polen, e cua no logra germinar ni fecundar y que cae finamente ayudado por la
accion de los polinizadores (VERA et al.,, 2000a). Esta autoincompatibilidad
seguramente es generada por la madurez retardada del estigma (URBAN, 1934). En
efecto, como lo sefiala VERA et al. (1999) en especies de lafamilia de las Proteacess, la

madurez de las anteras se produce en la pre-antesis.



La longevidad floral, en G. avellana Mol., es de 6 dias, iniciandose al tercer o
cuarto dialamadurez del estigma (VERA et al., 1999).

En resultados obtenidos por VERA et al (1999) y VERA et a. (2000b) en G.
avellana Mal., se obtuvo un 21,3% de formacién de frutos en ensayos de polinizacion
cruzada manual, sélo un 10,57% de fructificacién con polinizacion natura mientras que

en ensayos de autopolinizacién manual, no hubo formacion de frutos.

Lafloracion de esta especie, tiene lugar en verano, en que las flores comienzan a
abrirse entre enero y febrero, hasta mayo (RODRIGUEZ et al., 1983 y MEDEL y
MEDEL, 2000). Sin embargo, MUNOZ (1980), indica que la floracién comienza desde
octubre. Esta condicion de tan largo periodo de floracién y de combinacién de estados
fenoldgicos de la flor, est4 influida fundamentalmente por la segregacién genética de
plantas, producto de su reproduccion por semillas (LOBOS, 1987).

El fruto corresponde boténicamente a una nuez, de forma redondeada,
indehicente de 1,5-2 cm de diametro, un peso promedio de 2 g de los cuaes € 59,8%
corresponde a la céascara, 34,7% a la semilla'y 5,6% a la cuticula (MUNOZ, 1980 y
LOBOS, 1987). Entre floracion y fruto maduro transcurren de 12 a 14 meses. De cada
inflorescencia solo se desarrollan cinco a siete frutos, de unainflorescencia con 50 flores
en promedio, durante la maduracién la cascara inicialmente tiene un color verde, luego
toma un color rojo intenso, terminando en la madurez con un color violaceo a negro (a
mediados de febrero a fines de marzo) (MEDEL y MEDEL, 2000 y MONTENEGRO,
2000).

2.7.3.1 Polen. El grano polen corresponde a las micrésporas que en su interior lleva a
las células fértiles masculinas. Se desarrolla en € interior de sacos polinicos, donde
adquiere las caracteristicas fisicas y fisiolégicas propias de la especie. Es una célula de
forma y tamarfio variable segin la especie, pudiendo variar de tamafio desde los 2,5 pm
hastalos 250 um (FONT QUER, 1953).



Egtan protegidos por dos capas. la interna, llamada intina, y la externa, llamada
exina (Figura 4). La intina se compone de pectina, y suele ser delicada y quimicamente
poco resistente, formandose luego de la formacion de la exina. Al germinar € grano de
polen solo la intina se desarrolla para dar origen al tubo polinico. La exina a su vez, se
caracteriza por su ornamentacion y composicion quimica al estar formada esencialmente
por esporopoleninas, quimicamente muy resistentes y degradables solo por oxidacion se
trata de terpenos, acerca de los que se supone, podrian originarse por polimerizacion
oxidativa de carotenoides o de ésteres de |os mismos. Los cuales se depositan durante la
formacion del grano de polen (FONT QUER, 1953; STANLEY y LINSKENS, 1974 y
STRASBURGER et al., 1994).

ornamentaciones

Exina

(esporopoleninas,
flavonoides)

Intina

(pectina)

—T Protoplasto

(DNA)
Plasmatolema

FIGURA 4 Estratas componentes de la pared del grano de polen.
FUENTE: Adaptado de STANLEY y LINSKENS (1974).

Al final de la formacion de la pared polinica se da una acumulacion en la parte
exterior de la exina, de lipidos y pigmentos que otorgan olor y/o color a polen. La
sintesis de tales productos se produce en € tapetum (tgjido o pared interna de la antera)
(STANLEY y LINSKENS, 1974).
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Los mismos autores mencionan que e color amarillo en granos de polen es un
indicador de la presencia de flavonoides especificamente del tipé: flavones, flavonalinas

y antocianinas.

El polen previo a su liberacion (desde la antera) sufre una deshidratacién, como
mecanismo de proteccion durante el tiempo en que se encuentre expuesto al medio
ambiente, pero una vez que alcanza €l estigma, donde existe una mayor disponibilidad
hidrica, se inicia e proceso de rehidratacion. El cual, en primer lugar implica un
intercambio polen-estigma (para reconocimiento), y luego hidratacion, generandose una
protuberancia de la intina formandose un apéndice que se contacta con la papila
estigmatica. Tal estructura actia como puente por € cua se establece € flujo de agua
(también de nutrientes, proteinas, etc) hacia € grano de polen TAYLOR y HEPLER,
1997).

Durante la hidratacion del grano de polen, en € grano mismo comienza a
producirse un flujo de Ca?*, e cual promueve la reorganizacion citoplasmética que
activa la germinacion. Mientras que en la zona de emergencia del tubo polinico se
produce una pérdida de materia proteinico y pectinico, una vez hidratado totalmente €l
grano de polen, en la misma zona ocurre una depositacion de calosa. El tubo polinico
emerge a través del apéndice polinico y por medio de la accidn de cutinasas (liberadas
desde € apice del tubo polinico) penetrala célula papilar, correspondiente ala superficie
del estigma, para continuar su desarrollo, quimotacticamente, a través del estilo hasta el
ovario (TAYLOR y HEPLER, 1997 y McCORMICK, 2001).

En e extremo del tubo se encuentra el [lamado nucleo vegetativo, quien dirige el
desarrollo de dicho tubo, a cierta distancia del mismo, se encuentra el nticleo generativo,
el que posteriormente se divide, dando origen a dos nucleos esperméticos. Al llegar €
tubo d ovario, pasa a locus o0 espacio interno y si la ovocélula estd madura, € tubo

polinico se dirige a primordio seminal, pasa a través del micropilo, llega hasta el saco
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embrional donde e primer nlcleo espermatico fecunda a la ovocélula y € segundo

nucleo alos nicleos centrales, produciendo la doble fecundacion (FONT QUER, 1953).

La pared del tubo polinico corresponde a una extension de laintina, ala cua se
adiciona calosa, siendo la primera la pared externa y la calosa la pared interna. Sin
embargp dicha cubierta de calosa no se encuentra presente en el gpice del tubo polinico
(TAYLOR y HEPLER, 1997).

Un aspecto importante, dentro del proceso de germinacion, es €l rol que tienen un
tipo especifico de flavonoides, las flavonalinas. Se ha demostrado que actdan induciendo
la germinacion y en ocasiones también promoviendo el desarrollo del tubo polinico
(STANLEY y LINSKENS, 1974; VOGT y TAYLOR, 1995; TAYLOR y HEPLER,
1997 y Dakora (1995), y Shirley (1996), citados por MEIJKAMP et al., 1999). Ademas,
los mismos TAYLOR y HEPLER (1997), sefidlan que en base a la evidencia bioguimica
e histologica € rol de las flavonalinas se remitiria solamente a periodo de germinacion.
Pero alin queda por conocer e mecanismo de accion de estos flavonoides, pues hasta
ahora se desconoce como actuan en este proceso, aungue algunos estudios ya han

descartado que tengan un rol estructural en la pared celular.

2.7.3.1.1 Polen de G. avellana Mol. Se caracteriza por ser isopolar, radiosimétrico,
triporados, de poros circulares, de forma triangular més o0 menos isoceles, con
dimensiones aproximadas de 31-36 x 41-58 um (HEUSSER, 1971 y HEBEL, 1997).
Ademas, BREWBAKER (1967), indica que especies de la familia Proteaceae, se
caracterizan por tener granos de polen binucleados.

En las Figuras 5 y 6 se presentan imégenes de granos de polen y granos de polen

germinados, de G. avellana Mal.



FIGURA 5 Granos de polen de Gevuina avellana Mol. cultivados en € medio de

sacar osa utilizado en el ensayo.

FIGURA 6 Granos de polen de Gevuina avellana Mol., germinados en el medio

de sacar osa utilizado en €l ensayo, con desarrollo de tubo polinico.



3. MATERIAL Y METODO

31 Material.
A continuaciéon se describen los materiadles e instalaciones necesarias para €l

desarrollo de ésta investigacion:

3.1.1 Ubicacion. Los ensayos se realizaron en los Institutos de Boténica e Instituto de
Quimica de la Facultad de Ciencias, ubicados en € campus Isla Tegja de la Universidad
Austral de Chile, en Vadivia.

3.1.2 Material Vegetal. Se utiliz6 polen de Gevuina avellana Mol., obtenido de flores
frescas colectadas en estado de pre-antesis, 0 sea, e momento previo ala aperturafloral,
debido a que estas flores efectlian la apertura de la antera cuando la flor ain se encuentra

cerrada, caracteristica de especies protandricas.

3.1.3 Lugar derecoleccion. El polen que se utilizd, se obtuvo de once arboles de G.
avellana Mol., los que se encuentran establecidos hace 13 afios, provenientes de semilla

y que han sido obtenidos por seleccion y recolectados en la Décima Region.

Los é&rboles se encuentran ubicados en la Estacion Experimental “Santa Rosa’,
propiedad de la Universidad Austral de Chile, ubicada entre los paralelos 39° 45 36" y
39° 47" 30" latitud sur y los meridianos 73° 14’ 55" y 73° 13' 15” longitud oeste, entre 4
y 45 m.sn.m.y a5 km de la ciudad de Valdivia, provinciade Valdivia, X Region.

3.1.4 Material de colecta. Los materiales empleados para esta actividad fueron: una

tijera, bolsas de papel y una cgja aidante (Coleman).



3.1.5 Material de laboratorio. Los implementos usados en laboratorio se indican a

continuacion:

- Instrumentos épticos. microscopio optico Leica Galen 11, espectrometro de luz UV-

visible UNICAM INSTRUMENTS (modelo UV-530)

- Instrumentos de precision: balanza de precision, micropipeta (Seal vette).

- Instrumentos de vidrio: frascos de vidrio, pipetas, portaobjetos excavados (Superior,

76x26 mm).

- Reactivo: Alexander (ver composicion en Anexo 1).

- Otros. pinzas, papel de aluminio, cubreobjetos PVC, agujas enmangadas, pincel,
cuaderno, marcador permanente, agua destilada, etanol 70°, contador manua (Hand
Tay Counter N°1), Super Mixer (homogeneizador), camara de flujo laminar, bandejas
plasticas, incubadora Lab-Line Imperial Il Incubator (Lab-Line instruments) y un
refrigerador.

3.1.5.1 Medio de cultivo. A causa de la falta de informacion respecto a qué medio de
cultivo es e més efectivo en la promocion de la germinacion in vitro del polen de la
especie en estudio, se llevaron a cabo ensayos de germinacion utilizando los medios
descritos por SHIVANNA y RANGASWAMY (1992): Brewbaker y Kwack, Roberts y
Hodgkin y Lyon. Ademés, del elaborado segiin € método de BAEZ (1998), modificado
(con 4 g de gelatina), este Ultimo utilizado en ensayos preliminares con polen de G.

avellana Mol. (Ver composicion de cada uno de los medios en e Anexo 2).

3.1.5.2 Cubreobjetos. Debido a que e cubreobjetos de vidrio (usualmente utilizado en
trabgjos de laboratorio) tiene la capacidad de absorber la radiacion UV-B, fue necesario
seleccionar un materia transparente que permitiera € paso de la luz y la radiacion UV-
B, necesarias para la realizaciéon del trabgjo de tesis. Con tal objeto, se determiné la
capacidad de transmision de radiacion ultravioleta, utilizando el espectrémetro de luz
UV- Visible (UV-530) el cual registra un espectro entre los 200 hasta los 750 nm, de los
siguientes materiales. acetato, mylar, cubreobjetos de vidrio (Corning) y transparencia
para escribir (Schwan Stabilo PV C).



Basandose en los resultados obtenidos en las mediciones con e
espectofotémetro, el material que permite €l paso de un mayor espectro de la radiacién
UV-B (ademas de UV-A y PAR) fue la transparencia para escribir (Schwan Stabilo
PVC) (Ver espectro de transmitancia de radiacién UV-B de los materiales probados en
Anexo 3).

3.1.5.3 Radiacion ©lar con UV-B en exceso. Para smular la radiacion solar con un
incremento de la radiacion UV-B, correspondiente a un 15% de disminucién de la capa
de ozono segun e modelo empirico de Green et al. (1980), medido a 25° N citados por
SINGH (1996), se utilizaron tubos fluorescentes luz-dia (OSRAM, similar a los usados
comunmente, con una emision de 400 a 800 nm) en combinacién con lamparas (Philips
Q-Pand 313) de radiacion ultravioleta del tipo B con un espectro de emisiéon entre los
260 y 360 nm aproximadamente y con un punto maximo de emision de 313 nm. La
intensidad de radiacion es regulada con filtros de vidrio y las longitudes de onda bajo los
280 nm son eliminadas con un filtro de acetato. La combinacion de ambas fuentes de
radiacion suministra una relaciéon fotonica PAR: UV-A: UV-B igua a 100:10:1,15

(espectro de emision, Anexo 4).

3.1.5.4 Ocular micrométrico. También [lamado micrometro ocular. Este es un disco de
vidrio gque es portado por un ocular y que lleva grabadas divisiones iguales sin medida
conocida, que se superponen sobre el campo microscopico. Este elemento debe
caibrarse antes de efectuar cualquier medicion. Para ello se utiliza e llamado
portaobjetos micrométrico o micrOmetro objetivo, en e cua estédn grabadas lineas

paralelas separadas por 0,01 mm= 10 micrémetro (10 pm).

Determinando cuantas unidades del ocular micrométrico se superponen sobre una
distancia conocida del micrometro objetivo, se puede calcular |a distancia que mide cada
divisién del ocular en e campo del microscopio. De las calibraciones efectuadas se

determinG que 2,7 rayas del ocular equivalian a 400 pm, con lo que se procedio a
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transformar |os valores medidos, de longitud de tubo polinico, con € ocular utilizando la

siguiente férmula:

( Ax400)

31
27 () 31

Longitud =

(donde A corresponde a valor medido con el ocular micrométrico)

Tanto € ocular como e portaobjetos micrométrico utilizados son de la marca

Carl Zeiss.

3.2 Método.
La metodologia que se utilizé para ver € efecto de e exceso de radiacion UV-B

en € polen de G. avellana Mol. esla siguierte:

3.2.1 Epoca de recoleccion. Se realizo la coleccion de flores desde mediados de
marzo hasta fines de abril. El trabgjo de laboratorio se realizé desde el momento de

contar con polen suficiente parala g ecucion de |los diferentes ensayos.

3.2.1.1 Recolecciény seleccion del material vegetal. Se seleccionaron al azar aquellas
flores que se encontraban en €l estado de pre-antesis. Se colectaron en terreno, utilizando
unatijeray bolsas de papel en las cuales las flores fueron transportadas dentro de la caja
aidante (Coleman), para aterar lo menos posible las flores y de ahi llevadas hasta €l
laboratorio en € Instituto de Botanica, donde se procedi6 a extraer €l polen, € cual se
junté sin diferenciar e polen de las distintas flores, ni de los diferentes arboles. Para
uniformar la cantidad de polen, que se diluye en 5 mL de agua destilada (previo a la
siembra) se pesd todo € polen recién colectado y se guardd en papel auminio, para

evitar las variaciones en la reacién (nimero de granos/peso) producto de la



deshidratacion. El polen se distribuyd en cantidades de 0,005 g, guardandolo en papel de

aluminio para su almacenamiento y conservacion refrigerado a 4° C de temperatura.

3.2.2 Cuantificacién de granos de polen. Se determind la cantidad de granos de polen
por unidad volumétrica a aplicar por excavacion de cada portaobjeto. Esto para lograr
obtener un nimero aproximadamente uniforme de granos de polen por excavacion de
cada portaobjeto. Para ello se realizaron numerosos conteos, con una relacion 0,005 g de
polen: 5 mL de agua destilada, utilizando para ello e contador manual, colocando una
gotade 10 pL del polen diluido en un portaobjetos corriente, procediéndose a su conteo,

obteniéndose en promedio 322 + 81.4 granos/10 pL del polen diluido.

3.2.3 Ensayos de germinacion. El polen se cultivd en los cuatro medios sefidlados
anteriormente, para determinar aquel en que el polen logré la mayor germinacion (%). El
medio que resulté con el mayor porcentaje de germinacion fue e medio elaborado segun
el método de BAEZ (1998), modificado con 4 g de gelatina, con un porcentaje de
germinacion de 64,8 %. El cual fue considerado como referencia para los ensayos de
irradiacion con radiacion UV-B, tanto para los tratamientos testigo como para los
tratamientos con exceso de UV-B (nivel de germinacion (%) de los cuatro medios,
Anexo 5). Este resultado se explica segun DUFNEY (2002), debido a que granos de
polen binucleado no requieren de un medio de germinacion especial, como sucede con

granos de polen trinucleado, si no que basta con que contenga algun azlcar.

3.24 Determinaciéon de viabilidad. Para determinar la viabilidad del polen de G.
avellana Mol. se tifieron los granos de polen con € reactivo de Alexander, segin €
protocolo de SHIVANNA y RANGASWAMY (1992), esto con €l objetivo de tener este
antecedente, hasta ahora inexistente en esta especie. A fin de descartar que por una baja

viabilidad los resultados pudiesen verse aumentados o indujesen a conclusiones erradas.

Para tefiir los granos, estos se colocaron sobre un portaobjetos, luego se aplico e

reactivo de Alexander para la tincion de los granos, a continuacion se flamed hasta la



emision de vapores, se cubrié con un cubreobjetos para finalmente contabilizar en €l
microscopio agquellos granos viables, segin método de Alexander, donde €l verde de
malaquita tifie de un color verde-calipso la pared y € citoplasma de color fucsia-rosado

de aquellos no viables (tefiidos de verde).

Se determind un 99,36% de viabilidad de los granos de polen de Gevuina

avellana Mal.

3.25 Mango dd polen. Paralograr dar las condiciones apropiadas para la realizacion

del ensayo, se gecutaron las siguientes etapas:

3.2.5.1 Cultivo del polen. Primero se caentd e medio de cultivo seleccionado (medio
sacarosa) a bafio mariaa 50°C. Luego, en la camara de flujo laminar se distribuyeron 0,1
mL del medio en las excavaciones de los portaobjetos. Enseguida, 10 mL de polen
previamente diluido y homogenizado fueron colocados con micropipeta en la
excavacion de cada portaobjeto, a continuacion se cubri6 con e cubreobjetos
confeccionado con transparencia de PV C. Rosteriormente, 50% de los portaobjetos se
sometieron a irradiacion con exceso de radiacion UV-B y el otro 50% (los testigos) se

expusieron a unarelacion fotonica normal (en e Instituto de Quimica).

3.2.5.2 Radiacion con ultravioleta-B (UV-B). Los portaobjetos a irradiar con exceso de
UV-B quedaran a 40 cm de distancia de las |amparas y fueron sometidos a una radiacion
PAR: UV-A: UV-B en reaciéon 100: 10: 1,15 durante 2 tiempos de exposiciéon, 2y 4 h
respectivamente. Se seleccionaron estos tiempos ya que corresponden al |apso de tiempo

en gque ocurre la germinacion de la especie en estudio.

Por otra parte, los tratamientos testigo, se mantuvieron bajo una condiciéon de
radiacion normal, esto es, unarelacion PAR: UV-A: UV-B de 100: 10: 1, manteniéndose

ambos tiempos de exposicion (2'y 4 h).



Las condiciones de temperatura del |aboratorio en que se llevo a cabo € ensayo,
tanto para los tratamientos con exceso de radiacion UV-B como los tratamientos testigo

correspondié a la temperatura ambiente del momento, la cual fuede 19 + 2 °C.

3.2.5.3 Mangjo post- tratamiento. Una vez transcurridos los tiempos de exposicion
respectivos, |os portaobjetos (control y exceso) fueron llevados a una incubadora, a 25°C
por 24 h con €l fin de favorecer la germinacion y permitir el libre desarrollo de |os tubos
polinicos. Luego de esto, fueron almacenados en un refrigerador, a 4°C, parainhibir toda
actividad de desarrollo en los granos, para finalmente y a lo menos una hora mas tarde

realizar las mediciones.

3.2.6 Disefio experimental. El ensayo se enmarca en un disefio con ordenamiento
factorial 2 x 2, con dos niveles del factor intensidad de radiacion UV- B (100:10:1 y
100:10:1,15) y dos niveles del factor tiempo de exposicion (2y 4 h).

3.2.7 Paradmetros a medir. Luego de transcurrido € periodo de tiempo entre la
irradiacion y almacenamiento a 4°C, se evaluaran |os siguientes parametros:
- Porcentaje de germinacion (%)

- Longitud del tubo polinico (- m)

3.2.7.1 Evaluacion de la germinacion. Se seleccionaron al azar tres areas dentro de cada
excavacion por cada portaobjeto, utilizando € objetivo de 10x del microscopio 6ptico
Leica Galen I11, procediéndose a la cuantificacién de los granos de polen germinados y
no germinados presentes en cada una de estas excavaciones y descartando aquellos
granos localizados en €l limite de cada area del objetivo 10x del microscopio. Cada area
fue seleccionada, con e objeto de evitar confusiones con granos que pudiesen estar sélo

en € arealimite.
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Seglin la metodologia de SHIVANNA y RANGASWAMY (1992), se considerd
germinado a aquel grano de polen que presentd un tubo polinico de longitud igual o

superior a didmetro del grano de polen, en este caso 31 um.

3.2.7.2 Evauacién de lalongitud del tubo polinico. Se utilizé un ocular graduado Carl
Zeiss C 8x y e objetivo 10x.

3.28 Analisisestadistico. Los parametros fueron sometidos a un Andlisis de Varianza
de Fisher con un nivel de confianza de 95%, para determinar si € experimento cumple
con los supuestos de normaidad, homogeneidad de |la varianza e independencia de los

efrrores.

Para aquellas variables en que se presenten diferencias estadisticamente
significativas entre los promedios de los tratamientos, se aplicara €l test de Tukey
(STEEL y TORRIE, 1988).

El Andisis de Varianza de Fisher y € test de Tukey se redlizardn con €l paquete
estadistico STATGRAPHICS version 2.0.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para cada uno de los
pardmetros evaluados en esta investigacion (Cuadro 1): Porcentaje de Germinacion (%)
y Longitud de Tubo Polinico (- m) producto de la exposicion de polen de Gevuina
avellana Mol. a dos relaciones foténicas (PAR:UV-A:UV-B) y dos tiempos de
irradiacion (2'y 4 h).

CUADRO 1 Efecto de dosrelaciones foténicas (PAR:UV-A:UV-B) y dos tiempos de
exposicion, sobre la germinaciéon (%) y longitud de tubo polinico (: m)
en polen de Gevuina avellana Mol.

Parédmetros
Factor Germinacion (%) Longitud Tubo Poal. (- m),
Relacion Fotonica
100:10:1 60.52 & 113.06 a
100.10:1,15 50.71 b’ 112.20 a
DHS 6.81 n.s.
Tiempo Exposicion (h)
2 60.58 & 112.32a
4 50.64 b’ 112.94a
DHS 6.81 n.s.

Letras distintas representan diferencias estadisticas significativas, segin la prueba de medias de Tukey
(PE0.05y " PE0.01)

De los resultados obtenidos en este ensayo, (Cuadro 1) se puede apreciar que

existen diferencias estadisticas altamente significativas para el pardmetro porcentaje de



germinacion, mientras que en e pardmetro longitud de tubo polinico no existieron tales

diferencias.

Las posibles causas que expliquen los resultados obtenidos se describen a

continuacién, analizando cada pardmetro separadamente.

4.1 Efecto de dos relaciones foténicas (PAR:UV-A:UV-B) y dos tiempos de
exposicion, sobre la germinacion (%) en polen de Gevuina avellana Mol.
Al redlizar @ andlisis estadistico del parametro (Anexo 6) se determind que
ambos factores. Relacion Foténica y Tiempo de Exposicion, tuvieron un efecto

altamente significativo (P£0.01) en el porcentaje de germinacion del polen.

Tales resultados concuerdan con lo sefidlado por CALDWELL et al. (1998), y
HUISKES et al. (1999), quienes plantean que a generarse un desequilibrio en la
relacion fotonica, entendiéndose por tal un aumento de la radiacion UV-B respecto de la
relacion PAR:UV-A, los efectos ocasionados por la radiacion UV-B se hacen més
severos en |os organismos expuestos, entre ellos el polen. A su vez, en la medida que la
exposicion a dicha radiacion se prolonga, la posibilidad que se produzcan alteraciones en

procesos como la germinacion polinica, aumentan (TORABINEJAD et al., 1998).

Al comparar las dos relaciones fotonicas utilizadas se observd que existian
diferencias estadisticas significativas (Anexo 7). La relacion fotonica utilizada para el
tratamiento testigo 100:10:1; léase “Control” en adelante, tuvo un 60,52% de
germinacion, mientras que la relacion foténica con exceso de radiacion UV-B
100:10:1.15, léase “Exceso” en adelante, generd un porcentaje de germinacion inferior
igual a50,71% (Figura 7).

Ensayos anteriores de germinacion de polen in vitro, en los cuaes fueron
utilizados niveles de radiacion UV-B aumentados en un 15% (respecto de los actuales

100:10:1) mostraron una disminucién de los porcentajes de germinacion (MORGAN,



1994 y ORMROD y HALE, 1995). Lo cua coincide con los resultados obtenidos en €

presente ensayo.

En d trabgo realizado por TORABINEJAD et al. (1998) donde se estudio €
polen binucleado de 26 especies, se comprobd que los granos expuestos a exceso de
radiacion UV-B, s bien tendieron en su mayoria a reducir su germinacion, dicha
reduccion fue estadisticamente significativa solo en cinco de ellas. Cono conclusion se
propuso que e bajo nimero de respuestas significativas se deberia a menor tiempo de

germinacion del polen, en condicionesin vitro, respecto de condiciones in vivo.
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FIGURA 7 Efecto de dos relaciones fotdnicas sobre e porcentaje de ger minacion

de polen de Gevuina avellana Mol (Tukey 99%).

Sin embargo, es importante destacar que si bien la metodologia utilizada en los

ensayos antes mencionados es diferente a la utilizada en e presente trabgjo, los




resultados si constituyen un referente de como el proceso germinativo del grano polen se
ve afectado a ser expuesto a niveles de radiacion UV-B mayores a los existentes en la
actualidad.

Por otra parte comparando € porcentge de germinacion en funcién de los
tiempos de irradiacion se observo: los tiempos de exposiciéon de 2 y 4 h presentaron un
60,58 % y 50,64 % de germinacion respectivamente (Anexo 8 y Figura 8). Esto
concuerda con lo sefidlado por TORABINEJAD et al. (1998), quienes proponen que el
grado de efecto esta dado, entre otros factores, por el tiempo de exposicion ala radiacion
UV-B y en la medida que ese lapso sea mayor, estos se incrementan y se hacen mas
patentes.

% Germinacion

Tiempo (h)

FIGURA 8 Efecto de dos tiempos de exposicion sobre e porcentaje de
germinacion de polen de Gevuina avellanaMol. (Tukey 99%).

En relacion alo anterior Flint y Caldwell (1986) citados por TORABINEJAD et

al. (1998) especulan gque granos de polen binucleados, como es el caso de Gevuina



avellana Mol., germinan méas lentamente que especies con granos trinucleados,
aumentando con €ello € riesgo de sufrir dafio por causa de la radiacion UV-B. Sin
embargo, TORABINEJAD et al. (1998), destaca que aun asi, no se puede generalizar
que este tipo de respuestas sea caracteristico de este tipo de polen.

El andlisis de la interaccion de los factores Relacion fotonica: Tiempo de
exposicion (Anexo 6) determind un efecto estadisticamente significativo (PE 0,05) sobre
el porcentgje de germinacion. Como se aprecia en la Figura 9, los tratamientos Control-2
h, Control-4 h y Exceso-2 hno presentan diferencias estadisticas significativas (62,81%,
58,23% y 58,36% respectivamente). Sin embargo, fue € tratamiento Control-2 h & que
presentd € mayor porcentgje de germinacion, con un 62,81 %, lo que coincide con los
valores obtenidos en las pruebas realizadas previo a ensayo mismo, para determinar el
medio de germinacion a utilizar y que sirven como referente para comparar con los

resultados obtenidos en dicho ensayo (Anexo 4).

Una marcada diferencia se observa en €l tratamiento Exceso-4 h, en € cua se
observan diferencias estadisticamente significativas con los 3 tratamientos antes

descritos, logrando sdlo un 43,1 % de germinacion (Figura 9).

Estos resultados concuerdan en cierta forma con lo indicado por FENG et al.
(2000), quienes proponen que en la medida que la exposicion a la radiacion UV-B es
mayor, los efectos dafiinos aumentan, mas aliin s el nivel de radiacion UV-B excede los
niveles actuales (100:10:1), sugiriendo ademas que € efecto de esta radiacion es

acumulativo .

Al determinarse € rol inductor de la germinacion en polen por parte de las
flavonalinas (tipo de flavonoide presente en e polen), como lo sefidlan STANLEY y
LINSKENS (1974); VOGT y TAYLOR (1995); TAYLOR y HEPLER (1997) y Shirley
(1996), y Dakora (1995), citados por MEIJKAMP et al. (1999), pudiese suceder que

sobre cierto limite de exposicion a la radiacion UV-B la funcién de este tipo de
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flavonoides se viese afectada de alguna manera, con las consiguientes consecuencias en
el proceso germinativo. No obstante, tal afirmacion solo constituye una suposicion que

necesita ser comprobada.

% Germinacion

Control-2 Exceso-2 Control-4 Exceso-4

Tratamientos
((PAR:UV-A:UV-B)-h)

FIGURA 9 Efectodelainteraccion relacion foténica: tiempo de exposicion sobre
el porcentaje de germinacién en polen de Gewuina avellana Mal.
(Tukey 95%).

Sin embargo, a pesar de existir antecedentes sobre disminuciones de germinacion
por efecto del aumento de la la radiacién UV-B, lo que como consecuencia afecta el
potencial reproductivo de las especies ensayadas, €l impacto total de la radiacion UV-B
en dicho potencia alin es poco claro ORMROD y HALE (1995), y por lo tanto un tema
futuro ainvestigar.



4.2 Efecto de dos relaciones foténicas (PAR:UV-A:UV-B) y dos tiempos de
exposicion, sobre la longitud de tubo polinico (- m) en polen de Gewuina
avellanaMol.

De acuerdo alos resultados obtenidos, ninguno de los factores considerados para
el andlisis del ensayo, tanto relacion foténica como tiempo de exposicion, tuvieron un
efecto estadisticamente significativo sobre el pardmetro longitud del tubo polinico
(Anexo 9y Cuadro 1). Sin embargo, comparando |os resultados obtenidos en €l presente
trabajo, con la literaturay a no existir antecedentes sobre un rango de longitud de tubo
polinico caracteristico de Gevuina avellana Moal., tal aseveracion no cuenta con una

certezaplena.

Considerando los resultados obtenidos, y comparando con estudios anteriores es
interesante tener en cuenta que en el ensayo realizado por TORABINEJAD et al. (1998)
se utilizaron polen binucleado y trinucleado de diversas especies, en ambos tipos polen
observaron una disminucion del desarrollo de tubo polinico, siendo las especies con

polen trinucleado las més afectadas.

Una posible explicacién para los resultados obtenidos, podria tener relacion con
el origen del tubo polinico. Estudios anteriores han demostrado que € desarrollo del
tubo polinico estéa determinado por €l nlcleo vegetativo, € cual tiene un origen comun
con € nucleo generativo. En este dltimo Krupko (1959), citado por STANLEY vy
LINSKENS (1974), determiné altas concentraciones de flavonoides, lo cua significa
una posible proteccion contra la radiacion UV-B, pudiéndose suponer que por el origen
comun de ambos nucleos, € nicleo vegetativo también pudiese tener estos pigmentos,
con € consiguiente rol protector y que explicaria de alguna manera los resultados

obtenidos en este ensayo, hecho que alin debe determinarse.

Todos los resultados obtenidos en e presente ensayo sdlo constituyen
antecedentes del comportamiento de el polen al exponerse a un nivel excesivo de UV-B,

pues como sefidla MORGAN (1994), el mecanismo exacto por € cual la radiacion UV-
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B dafia al polen aln es desconocido. Tal dafio pudiese deberse a cuestiones fisioldgicas,
genéticas o resultar de la alteracion de la estructura del polen. Ademas, los resultados
logrados en polen binucleado si bien marcan una tendencia, no garantizan que tal
comportamiento sea generalizado en especies con el tipo de polen estudiado
anteriormente (TORABINEJAD et al., 1998).



5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion y bao las

condiciones en que se realizaron los experimentos se puede concluir 1o siguiente:

Se confirma la hipétesis de esta investigacion en € sentido que bajo la actual
relacion foténica no se producen efectos significativos sobre la germinacién ni sobre €l
desarrollo del tubo polinico en polen de Gevuina avellana Mal.

Al aumentar la radiacion UV-B y con ello producirse una ateracion de la
relacion fotonica, si existieron efectos significativos sobre la germinacién, pero no sobre

el desarrollo del tubo polinico.

La radiacion UV-B aumentada en la relacion fotonica y en la medida que
tiempo de exposicion se prolonga se logra disminuir porcentgje de germinacion, sin
embargo, este efecto es significativo con e tratamiento Exceso-4 h, pero las causas de

dlo, hasta ahora son inciertas.

Se comprobd el efecto del aumento de laradiacion UV-B en la disminucion de la
germinacién del polen de avellano chileno, lo que confirma el rol de esta radiacion como
agente alterador del normal funcionamiento del polen.

No se observaron efectos significativos de la radiacion UV-B, sobre el
crecimiento del tubo polinico, pudiendose considerar que e dafio potencia de tal
radiacion en la especie de polen estudiado es menor respecto de otras especies, en que se
ha determinado una inhibicion, tanto de la germinacion como del crecimiento del tubo

polinico, en forma simultdnea.
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Los resultados obtenidos muestran un efecto inhibidor de la germinacion del
polen de G avellana Mol., dado por una relacion foténica esperable en un futuro
proximo, no obstante el impacto de tal efecto sobre el potencial reproductivo de la

especie en estudio, es desconocido.
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6. RESUMEN

Se determiné €l efecto de laradiacion UV-B sobre la capacidad de germinacion y
desarrollo del tubo polinico en polen de Gevuina avellana Mol. (Proteaceae). Estudio
planteado en base a incremento de la radiacion UV-B, debido a la disminucion de la
capa de ozono. El trabajo experimental se efectud entre marzo y abril de 2001 en el
Instituto de Botéanica e Instituto de Quimica de la Facultad de Ciencias, ubicados en €
campus Isla Tgja de la Universidad Austral de Chile, en Valdivia.

En e polen de la mencionada especie, se midio € efecto de cuatro tratamientos,
considerando dos relaciones foténicas PAR:UV-A:UV-B (100:10:1y 100:10:1,15) y dos
tiempos de exposicion (2 'y 4 h) sobre los parametros. porcentaje de germinacion (%) y
longitud de tubo polinico (um).

El cultivoin vitro del polen se realizo en un medio de germinacion de sacarosay
gelatina (10y 4 g respectivamente) dispuesto en portaobjetos excavados y cubiertos con
cubreobjetos de transparencia de PV C para permitir el paso de la radiacion UV-B, luego
de lairradiacién por € tiempo estipulado para cada tratamiento € polen fue puesto en

una cdmara de germinacion a 25°C por 24 h.

Previo a la evaluacion de los parametros del ensayo, los portaobjetos fueron
expuestos a 4°C, con objeto de detener a maximo toda actividad biol6gicaen el poleny
asi tener las condiciones mas homogéneas posibles entre cada uno de los portaobjetos

del ensayo.

Con respecto a pardmetro porcentgje de germinacion, los factores relacion

fotonica y tiempo de exposicion tuvieron efectos altamente significativos. Ademas, la



interaccion de ambos factores mostrdé un efecto inhibidor con & tratamiento
100:10:1,15- 4 h que present6 un 43,1% de germinacion, € cual difirio con los demés

tratamientos que no tuvieron diferencias significativas entre si.

Respecto a la longitud de tubo polinico, este parametro no se vid afectado bajo

ninguno de |os tratamientos realizados.



SUMMARY

In order to determine the effect of UV-B radiation on pollen germination and
pollen tube growth, pollen of Gevuina avellana Mol. was exposed to enhanced UV-B
radiation. This due to the decrease of the layer of ozone. The experimental work was
made between march and april of 2001 in the Institute of Botany and Institute of
Chemistry of Sciences Faculty, located in the Isa Teja campus of the Universidad
Austral of Chile, in Valdivia.

To this purpose, two factors were considered, the photonic relate PAR:UV-
A:UV-B (100:10:1 and 100:10:1,15) and two exposition times (2 and 4 h). The effect of
four treatments was measured considering the paramenters. germination percentage (%)
and tube growth (um).

Thein vitro sowing of the pollen was made in a germination mean of sucrose and
jello (10 and 4 g respectively), prepared in microscope dides and covered with
coverglass of transparency of PVC to alow the pass of the UV-B radiation, after the
irradiation for the time specified for each treatment, the pollen was put in a germination
cameraat 25°C for 24 h.

Previous to the evaluation, in order to stop the biological activity at the
maximum, the microscope dides were exposed at 4°C. In this way, homogeneous

conditions were given on each microscope slides of the experiment.

In the case of the germination percentage parameter, photonic relate and time of
exhibition factors induce together and inhibit effect. By analysing the treatment with
enhanced UV irradiation (100:10:1,15) and longer time of irradiation (4 h) present a



43,1% of germination, that differs regarding the other treatments, which didn't present

significant differences within.

Regarding to the tube growth, this parameter wasn’t affected under rone of the

carried out treatments.
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ANEXOS



ANEXO 1 Composicién del reactivo paratincién diferencial de Alexander

- Para obtener € reactivo utilizado en la tincién se mezclaron los siguientes

elementos:

- 20 mL de solucién a 1% de verde de
mal aquita en etanol

- 50 mL agua destilada
- 40 mL glicerol

- 10 mL de solucién acuosa de fucsina
acida (1%) con1g de fenol

- 5g de fenol

- Luego se adiciona acido léactico, en cantidad de 24 mL, cantidad utilizada para

granos de pared gruesa

La mezcla se dgja en un frasco oscuro por 8-10 dias antes de usarse.
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ANEXO 2 Composicion de los medios de cultivo utilizados en pruebas de

germinacion con polen de Gevuina avellanaMol.

Medio Brewbaker y Kwack:
- Sacarosa 10%
- Ac. bérico 100 mg/L
- Nitrato de Calcio 300 mg/L
- Sulfato de magnesio 200 mg/L
- Nitrato de potasio 100 mg/L
Medio Raobert:
- Sacarosa 20%
- Ac. bérico 10 mg/L
- Cloruro de calcio 362 mg/L
- Nitrato de potasio 100 mg/L
Medio Hodgkin y Lyon:
- Sacarosa 20%
- Ac. bérico 100 mg/L
- Nitrato de Calcio 400 mg/L
- Nitrato de potasio 100 mg/L
- Sulfato de magnesio 200 mg/L




Continuacion Anexo 2.

M edio segiin método modificado de BAEZ (1998):
- Sacarosa
- Gelatina

10 gr
4or
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ANEXO 3 Espectro de transmitancia de radiaciéon UV-B de los materiales
acetato, mylar, cubreobjetos de vidrio (Corning) y transparencia
para escribir (Schwan Stabilo PVC).

Absorbancia de materiales cubreobjetos
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ANEXO 4  Distribucién espectral de la radiacion solar que alcanza la superficie
terrestre compuesta por radiacion ultravioleta (UV-B y UV-A) y
radiacion fotosintéticamente activa (PAR), ssmulada por la fuente de
radiacion UV-B (Philips Q-Panel 313) y del filtro de acetato utilizado

para filtrar las radiaciones UV-C (<280 nm) emitidas por la

l&mpara.
__ 10+ Ve
€ Il |um
£ o
— 8- PAR
=3
= -
N
& 6
g .
= — Filtro Acetato
L 44
Tg — Radiacion Solar
§ | Lampara UV-B
2
g 1\
O+ +—TTT T T T 1
250 300 3I0 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de Onda (nm)
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ANEXO5 Nivel de germinacion (%) en los medios Brewbaker y Kwack,
Robertsy Hodgkin y Lyon. Ademas del elaborado segiin €l método de
BAEZ (1998) modificado (con 4 g de gelatina)

Medio Brewbaker y Kwack:
- Repeticion 1= 52,90
- Repeticion 2= 51,30
- Repeticiéon 3= 52,30
- Repeticion 4= 49,90
Promedio 51,60+1.3

Medio Robert:
- Repeticion 1= 47,80
- Repeticion 2= 49,10
- Repeticion 3= 43,50
- Repeticion 4= 46,40
Promedio 46,70+2.4

Medio Hodgkin y Lyon:
- Repeticiéon 1= 46,80
- Repeticion 2= 45,70
- Repeticion 3= 42,60
- Repeticion 4= 48,40
Promedio 45,88+2.4




Continuacion Anexo 5.
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M edio segiin método modificado de BAEZ (1998):

- Repeticiéon 1= 65,20

- Repeticion 2= 64,30

- Repeticion 3= 67,00

- Repeticion 4= 62,70
Promedio 64,80+1.8




ANEXO 6 Analissde Varianza para € parametro porcentaje de germinacion

en polen de Gevuina avellana Mol.

Fuente de
o SC GL CM Pca P (0.05)
Variacion
Factores
Radiacion  384.944 1 384.944 19.51 0.0008
Tiempo  395.214 1 395.214 20.03 0.0008
Interaccion
Rad.-Tpo. 115.133 1 115.133 5.83 0.0326
Error 236.807 12 19.7339

Total 11321 15
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ANEXO 7 Test de comparacion de medias de Tukey (99%) para € parametro

porcentaje de germinacién en polen de Gewina avellana Mol.

consider ando dos relaciones foténicas PAR: UV-A:UV-B.

Tratamiento Promedios Comparaciones
100:10:1 60.5175 X
100:10:1,15 50.7075 X
Contraste Diferencia +/- Limites
100:10.1- .
9.81 6.80549
100:10:1,15

* Denota diferencias estadisticamente significativas




I6)

ANEXO 8 Test de comparacion de medias de Tukey (99%) para € parametro

porcentaje de germinacién en polen de Gewina avellana Mol.

considerando dos tiempos de exposicion (h)

Tratamiento n Promedios Comparaciones
2h 8 60.5825 X
4h 8 50.6425 X
Contraste Diferencia +/- Limites
2h4h '9.94 6.80549

* Denota diferencias estadisticamente significativas
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ANEXO 9 Analissdevarianza para € parametro longitud de tubo polinico en

polen de Gevuina avellana M ol.

Fuente de
o sc GL CM Pcal P (0.05)
Variacion
Factores
Radiacion  2.93266 1 2.93266 0.02 0.8899
Tiempo  1.55626 1 1.55626 0.01 0.9197
Interaccion
Rad.-Tpo.  252.413 1 252.413 1.72 0.2142
Error 1760.96 12 146.747

Total 2017.86 15
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