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Palabras claves: Manzano, P-Ca, antioxidantes, vitamina C

La presente investigacion se realizo con el objetivo de ampliar el
conocimiento de prohexadiona de calcio (P-Ca) sobre los cambios de giberelinas
en el apice; y en el comportamiento de los antioxidantes y enzimas en frutas

maduras de manzano.

P-Ca fue asperjado en dos ocasiones durante la primavera de 2009, a
arboles de manzano cv. Red Delicious/MM106 de dieciséis afios de edad cuando
el crecimiento apical alcanzo 5 cm. Las dosis del retardante de crecimiento fueron

0 (testigo), 125, 175y 200 mgL™.

El andlisis de cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS)
de las muestras experimentales mostraron la presencia de giberelinas Ag y Az en
apices tratados con P-Ca, mientras que las giberelinas A;, A4 y A; se identificaron

en las muestras del testigo.

La capacidad antioxidante total durante la maduracién de frutos fue alta en
cualquier concentracion de P-Ca. También se observé el mismo patrén cuando se

midieron los contenidos de vitamina C y de las enzimas catalasa y peroxidasa.
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The present research was conducted with the purpose to extend the learning
on the effects of prohexadione-ca (P-Ca) on the gibberellin changes at the apex

and on the antioxidants and enzyme behaviour on ripening fruits of apple.

P-Ca was sprayed twice in the spring of 2009 on sixteen years old ‘Red
Delicious’/ MM106 apple trees when shoot growth reached 5 cm in length. The
concentration dosages of the growth retardant were 0 (control), 125, 175 and 200

mg- L™

The GC-MS analysis of experimental samples showed the presence of
gibberellins Ag and Ay in P-Ca treated shoot tips; whereas gibberellins A;, A4, and

A; were identified in control samples.

The total antioxidant capacity in ripening fruits was increased with any

concentration of P-Ca. The same increment pattern was also observed in these

fruits when vitamin C, catalase and peroxidase enzymes content were measured.
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INTRODUCCION

A nivel mundial una de las especies mas cultivadas dentro de los frutales
caducifolios es el manzano. En México, este frutal fue introducido en la época de
la colonizacién y por los afios 40 se establecieron los cultivares Red Delicious y
Golden Delicious, los cuales tomaron gran importancia. Durante los afios '80 el
namero de huertos establecidos ocupaban una superficie total de 10,450

hectareas con una producciéon de 16,712 toneladas (Ramirez y Benavides, 2003).

En el afio 2001 México se encontraba en el 22° lugar de produccion a nivel
mundial con 457,889 toneladas anuales (F.A.O., 2001). En la actualidad existe
una superficie total de 7,308 hectareas, con una produccion de 57,694.50
toneladas; lo que equivale a un rendimiento de 7.9 toneladas por hectarea

(Oeidrus Coahuila, 2006).

El cultivo del manzano en Coahuila se ha visto afectado en su produccion y
calidad de fruto, debido a las condiciones climatologicas que se han presentado

en los dltimos afios en la region manzanera.



En Coahuila, el cultivo del manzano representa una actividad de gran
importancia fruticola. Una cosecha competitiva en el mercado de plantaciones
jovenes depende entre otros factores, del manejo en el equilibrio vegetativo y
reproductivo. Lo ideal en una huerta joven es que esta, pase rapidamente al

estado productivo (Ramirez, 2000).

Un buen control vegetativo permite mantener una produccién competitiva con
buena calidad de frutos cosechados y vida productiva de la planta (Owens, 1999).
Para controlar la altura en los arboles, debe existir un balance entre el crecimiento
vegetativo y reproductivo. Este fenotipo se logra con la utilizacion de portainjertos
enanizantes, sin embargo, el cambio climatico ha impactado este
comportamiento. Lo anterior se refleja en crecimientos muy vegetativos, situacion
gue ocasiona menos produccion y calidad de frutos. Una alternativa de solucion a
esta adversidad es el uso de retardantes del crecimiento (Greene, 1991, Evans et

al., 1997, 1999).

Se han utilizado productos inhibidores de la biosintesis de giberelinas
(Rademacher et al., 1998) mostrando una buena accion en la elongacién del tallo
(Edgerton, 1986), pero con la gran desventaja de permanecer en la parte
comestible por periodos prolongados y por lo tanto ser un riesgo para la salud
humana (Owens y Stover, 1999). Esta situacion prohibe el uso de biorreguladores

como alar y paclobutrazol.



Prohexadiona de calcio (P-Ca), es un retardante de crecimiento que ha sido
reportado como una alternativa para el control del crecimiento vegetativo en
manzano (Unrath, 1999). Este retardante se caracteriza por bloquear la
biosintesis de giberelinas en el meristemo apical con nula toxicidad y

permanencia limitada en tejidos vegetales (Rademacher et al., 1998).



OBJETIVO

Evaluar el efecto de prohexadiona de calcio sobre el contenido de giberelinas,

vitamina C; la capacidad antioxidante y la actividad enzimatica en manzano.

HIPOTESIS

Prohexadiona de calcio modifica el contenido de giberelinas y vitamina C; la

capacidad antioxidante y la actividad enzimatica.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades del manzano

El manzano pertenece al género Malus, de la familia Rosaceae. Es un arbol
caducifolio distribuido principalmente en las zonas templadas en latitudes de 35 a
559 en donde se tiene suficiente frio en invierno. Investigaciones recientes han
permitido extender el cultivo a regiones con condiciones menos propicias de
explotacion, gracias a la utilizacion de cultivares con bajas necesidades de frioy a

substancias hormonales en armonia con la naturaleza como los biorreguladores.

El manzano presenta flores grandes, sésiles con pedunculos cortos; las
cuales son hermafroditas y de un color rosa palido o blanco, se agrupan de 3 a 8
flores para formar un corimbo. Las flores son de tipo pentdamero con estambres
insertados en la parte alta del pistilo, ovario con 5 alvéolos con 2 6vulos en cada
uno de ellos. Cada boton floral tiene en su base 2 yemas de madera, pudiendo
ocupar una posicién terminal en la ramilla o una posicioén lateral sobre la madera

del afno.



Fenologia

Calvo (1996), describio la fenologia como el estudio de las relaciones entre el
climay los estudios de la vida animal y vegetal. Ademas, hace una descripcion del
fenotipo como el resultado de la interaccion entre el genotipo de un individuo y el

medio ambiente; equivalente al conjunto de caracteres en él.

Villalpando (1982), menciona que para llevar a cabo el registro de la fenologia

de un arbol, es necesario distinguir las fases por las que atraviesa.

Ramirez y Cepeda (1993), citan que el ciclo del manzano inicia con la caida
de las hojas a mediados del mes de octubre hasta mediados del mes de
noviembre; posteriormente comienza el reposo individual del arbol, prolongandose
hasta el mes de febrero; seguido por el desborre en el mes de marzo, cuando se
renueva la actividad vegetativa; presentandose a inicios de abril, la floracion, la
aparicion de las primeras hojas y amarre del fruto a finales del mismo mes.
Posteriormente, de mayo a septiembre, inicia el periodo de maxima vegetacion en
el cual se da lugar al desarrollo de las hojas o frutos, asi como la reserva nutritiva
para el proximo ciclo. La cosecha comienza a finales de agosto y se prolonga
hasta finales de septiembre, en algunas regiones, para que posteriormente el
arbol se prepare para la senescencia y eventualmente entre en su periodo de

reposo invernal.



Fase vegetativa

La fase vegetativa, es la etapa juvenil comprendida desde la emergencia de
la planta en la que no puede producir flores por ningin método conocido
(Zammerman, 1973). La planta debe pasar por una etapa de transicion previa a la
formacion de yemas florales en condiciones naturales y durante esta etapa los
nutrientes son utilizados por la planta para el crecimiento y desarrollo vegetativo

(Grenne, 1981).

Ryugo (1993), describe la floracion como una manifestacion de la
caracteristica que difiere entre una planta madura de una planta joven. Mientras
gue Kramer et al. (1983), mencionan que la floracion es el instante o el estado de
desarrollo en que el arbol puede dar por primera vez flores y caracteriza el paso

del periodo juvenil al adulto en una planta obtenida por semilla.

Induccion floral

Luckwill (1970), establecio que la induccion floral en brotes del manzano esta
regulada por un balance entre giberelinas sintetizadas en la regién apical de los
brotes y las citocininas presentes en el flujo del xilema. Para que la induccién
floral ocurra se requiere que desaparezca el efecto inhibitorio de las giberelinas vy,

al mismo tiempo que las citocininas continlden presentes.



Welsilov et al. (1978), reportaron que el contenido de acido indolacético (AlA)
en yemas donde se han diferenciado primordios florales fue mucho mas bajo que
en aquellos que permanecieron vegetativos, sugiriendo que esta reduccion

favorece la transformacion de yemas vegetativas en florales.

La induccion floral consta de dos fases fundamentales: una reversible,
durante la cual la interrupcion de los factores inductores anula la programacion
reproductiva de las yemas, y otra irreversible, en la cual la evolucién endégena no
podria ser alterada, aunque, eventualmente, sucesivos cambios de los
mecanismos fisioldgicos que controlan el proceso podrian modificarla, sobre todo
en lo referido a la expresion de la sexualidad. La induccion se hace irreversible
unas cuatro a cinco semanas antes de iniciarse el cambio morfoloégico o
diferenciacion floral. El primer signo corresponde a un aplanamiento del apice
meristematico, al cual le sigue una fase caracterizada por la aparicion de los
primordios de sépalo, periodo en el cual el apice adquiere una caracteristica
concava. Las etapas posteriores del proceso morfogenético consisten en la
diferenciacion de los ultimos primordios de pétalo, estambre y, por ultimo, del

carpelo.

Iniciacion floral

Cambios que ocurren en el meristemo que esté receptivo al estimulo floral, y

gue permiten determinar que ese meristemo vegetativo se ha transformado ya a



reproductivo. Los requerimientos para la iniciacion floral parecen ser factores
internos y externos y varian entre especies (Westwood, 1978). Esta puede ser
afectada por factores ambientales. En los frutales caducifolios es ampliamente
aceptado que el factor dominante es de origen interno (Hillman, 1963; Luckwill,

1970; Wareing y Philips, 1978; y Westwood, 1978).

En el proceso de iniciacion floral, el meristemo apical pasa de una fase de
desarrollo determinado, debido a la formacion de la flor (Esau, 1977). En esta
etapa, el apice vegetativo pierde su funcion plastocrémica y experimenta una

trasformacion hacia una estructura potencial reproductiva (Luis, 1982).

Diferenciacion floral

El comienzo del proceso de formacion floral es siempre referido a la
induccidn, la cual es un cambio cualitativo, que de acuerdo con algunos, tiene
lugar a través de un cambio de balance hormonal (Luckwill, 1974) y de acuerdo
con varios autores, es llevado a cabo por medio de un cambio en la distribucion
de nutrientes dentro del meristemo apical (Sachs, 1977; y Williams, 1981).
También se considera como un periodo en que se genera los procesos
fisioldégicos que estimulan la iniciacion de la fase reproductiva lo cual provoca una
modificacion en el desarrollo de las células, con el fin de iniciar la formacion de

primordios florales.



La diferenciacion es el proceso que ocurre desde la iniciacion hasta la antesis
(Durner y Barlay, 1985). Este proceso considera los cambios histolégicos y
morfologicos en el apice, que resulta en el desarrollo de los primordios florales y
mas tarde, las partes distinguibles de la flor completa (Buban y Faust, 1981).
También se considera como el cambio de la planta hacia la formacion exclusiva o

permanentemente de yemas florales, de flores y de frutos (Calderon, 1983).

La diferenciacidon floral ocurre usualmente en brotes cortos denominados
dardos, de una longitud de 5 cm aproximadamente, originando una inflorescencia
gue puede tener de 5 a 6 flores (Westwood, 1978); aunque, un dardo de mayor

vigor puede producir un corimbo con 6 o 7 flores bien desarrolladas (Ferre, 1981).

La organogénesis floral inicia en verano y continda durante el otofio e invierno
(Childers, 1978), evitando de esta manera la coincidencia entre el crecimiento
vegetativo y el reproductivo, reduciéndose la competencia por nutrientes entre
ambos tipos de crecimiento (Garza, 1982). Los cambios histolégicos que llevan a
la formacion del meristemo floral, se presentan 3 a 6 semanas después de

floracion.

Se ha encontrado variacion en el tiempo de diferenciacion para diferentes
localidades geograficas y entre cultivares (Luis, 1982; y Bradford, 1919). Por otro
lado se ha observado que el inicio de la yema floral no tiene relacién directa con el
portainjerto en el que esta injertado el cultivar correspondiente (Buban y Faust,

1981).
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Abbott (1976), argumento que cuando la induccion ocurre relativamente tarde
en la estacion, las yemas frutales son fisiolégicamente “jévenes” y abren como un
grupo reducido de flores con pedunculos alargados, mostrando un pobre amarre
de fruto. Por el contrario, cuando la iniciacion de flor es temprana, origina flores
fisiologicamente “viejas” produciendo grupos de flores compactas con hojas

primarias pequefas y flores casi sésiles, las cuales en contraste amarran bien.

El tiempo entre el comienzo de diferenciacion de yema y floracion, puede
ocurrir 8 a 10 semanas bajo situaciones geograficas especiales (Zeller, 1973). En
frutales caducifolios, el periodo de tiempo entre iniciacion floral y antesis es de
aproximadamente 7 a 8 meses (Garza, 1982). No todas las yemas florales son

diferenciadas simultdneamente, aun en el mismo arbol (Goff, 1899).

El desarrollo de la yema ocurre en brotes cortos y en yemas de brotes largos.
La formacion de yemas en brotes largos tiene importancia solo en arboles jovenes
(Zeller, 1961). EI vigor del brote es expresado en longitud (Feucht, 1961) y la
posicién de la yema en el brote son factores importantes en la diferenciacion
floral. La iniciacion ocurre en ocasiones en la parte media del brote. Yemas
desarrolladas en entrenudos largos, son menos probables de diferenciar flores

que las desarrolladas en entrenudos mas cortos (Jackson y Sweet, 1972).

Se ha observado que aunque unas yemas diferencian mas temprano, las
tardias desarrollan comparativamente mas rapido, por ello no existe mucha

diferencia a un determinado tiempo en el desarrollo de ambos (Eliseeva, 1970).

11



También se han encontrado diferencias entre espolones viejos y espolones
jovenes. En climas frios donde la iniciacion es en junio en espolones terminales y
mas tarde en laterales, las yemas laterales nunca terminan su desarrollo. En
contraste en climas mas moderados, hay tiempo para el desarrollo de yemas

laterales por que la estacion de crecimiento es mas larga (Buban y Fasut, 1981).

Algunos investigadores mencionan que la acumulacion de carbohidratos en
yemas foliares, es un factor que suprime ciertos compuestos fotosintéticos, lo cual
favorece la formacion de partes florales. También se conoce que la posible
funcion de los carbohidratos en la iniciacion floral esta dado por una particular
situacion bioquimica, la cual es frecuentemente asociada con altos niveles de

estas substancias.

12
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Biorreguladores de crecimiento

Los biorreguladores en general actian modificando el crecimiento y
desarrollo de las plantas a través de su accion sobre vias y procesos fisiologicos y

bioguimicos especificos (Jankiewicz, 2003).

En la actualidad, las hormonas vegetales o biorreguladores ofrecen una
magnifica oportunidad para manejar los sistemas de producciéon horticola. Estas
sustancias tienen la caracteristica de ser absorbidas por el tejido vegetal y
transportadas a un sitio de reaccion antes de inducir un efecto deseado (Ramirez,

2003).

El medio ambiente juega también un papel muy importante ya que pude
modificar la accion de las mismas. Normalmente sus efectos estan regulados por
los mecanismos internos que tienen las plantas. Estas hormonas son sintetizadas
en muy bajas concentraciones en los cloroplastos y se trastocan a otras regiones

de la planta en donde influyen en su crecimiento y desarrollo (Yafez, 2002).
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Giberelinas

Las giberelinas (GAs) son hormonas naturales que regulan el crecimiento y la
floracion de las plantas entre otras actividades fisioldgicas. Estas substancias se
encuentran a nivel de trazas en las plantas pero su aplicacion exdgena produce
resultados espectaculares por lo que tienen un gran interés en la agricultura

intensiva y la industria de la cerveza.

Se han caracterizado mas de 130 giberelinas entre las cuales la GAS,
también conocida como &cido giberélico, se ha considerado tradicionalmente la
mas utilizada en plantas. Estudios recientes han mostrado que la GA1 tiene una
importante actividad bioldgica, incluso superior a GA3 en plantas como el arroz, el

tomate, el cerezo o el guisante (Roemmelt, et. al., 1999).

Las giberelinas, bajo condiciones de baja y alta temperatura incrementan la
sintesis de enzimas de hidrélisis (beta y alfa amilasa, proteasas, lipasas entre
otros), las cuales a su vez inducen la conversion de las reservas energéticas en
reservas metabolicas para producir mayor energia en corto tiempo lo que se
traduce en una rapida brotacion, floracion, crecimiento y desarrollo de la planta

(Kamara, 2001).



Retardantes de crecimiento

Los retardantes de crecimiento actGan inhibiendo o promoviendo ciertos
procesos en biosintesis, transporte, percepcion o transduccion de sefiales
relacionadas con hormonas vegetales (Jankiewicz, 2003). Estas sustancias
reducen la division y elongacion celular de los apices, regulando de esta forma la
altura de las plantas de manera fisiologica, sin provocar malformaciones en las

hojas o los tallos (Rademacher, 2000).

Existen productos que inhiben la biosintesis de giberelinas, tales como
paclobutrazol, entre otras (Rademacher et al., 1998); pero han mostrado un efecto

toxico en el hombre (Owens y Stover, 1999).

La utilizacion de retardantes de crecimiento favorece al cuajado de frutos,
debido a que inhiben la biosintesis de giberelinas. Los retardantes se deben de
aplicar a las hojas cuando se busca un retraso en el crecimiento de otras partes
de la planta y de esta forma los asimilados son utilizados por las flores. Y otros

organos florales (Rademacher, 2004).

15
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Recientemente se ha reportado a la Prohexadione de Calcio (P-Ca) como un
retardante de crecimiento muy prometedor. Su mecanismo de accién aun no es

definido totalmente desde el punto de vista hormonal endogeno.

Prohexadiona de Calcio

Prohexadiona de calcio (P-Ca) es un retardante del crecimiento de recién
desarrollo. BAS 125 W es el codigo experimental de P-Ca. Su nomenclatura
guimica es calcio 3 — oxido — 4 — propionil — 5 — oxo — 3 ciclohexano — carboxilato.

Siendo su formula C,0H10Ca0s. (Rademacher et. al., 1998).

La P-Ca inhibe la biosintesis de las giberelinas A;, A4 y A7, reduciendo con
esto los brotes de crecimiento (Nakayama et al., 1990; Nakayama et al., 1992). El
efecto de P-Ca es la hidroxilacion de 3B, y como consecuencia de ello, el reducir
los niveles de AG; (altamente activo), causando una acumulacién inmediata del
precursor AGy la cual, es inactiva (Rademacher, 1993). Se ha sugerido que P-Ca
puede intervenir en rutas biosintéticas de metabolitos secundarios e impactar

positivamente el estatus antioxidante (Fernando y Jones, 1999).

Se ha reportado que P-Ca tiende a aumentar los niveles de citocininas en
tejidos como meristemos apicales y semillas inmaduras (Evans et al., 2008). Este

efecto ha sido relacionado con el estimulo en la formacion de flores y



consecuentemente el rendimiento de diversas especies horticolas (Ramirez et al.,

2008).

El conocimiento sobre la influencia de P-Ca en la fisiologia vegetal de varios
cultivos Horticolas, permite considerar a este retardante de crecimiento como un
biorregulador que puede contribuir a controlar el crecimiento vegetativo —

reproductivo de varias especies horticolas (Ramirez, et al., 2005).

La P-Ca en las plantas se degrada en pocas semanas. Después de la
asimilacion y del partimiento de su anillo, ocurre naturalmente el &cido propano 1,
2, 3-ticarbocilico o acido tricarbarilico, el cual es introducido al metabolismo de la
planta. En los suelos se descompone principalmente en diéxido de carbono, con
una vida aproximada de 7 dias. En el agua, este retardante se degrada por
fotolisis a didxido de carbono y otros productos naturales, y en los mamiferos es

rapidamente absorbido y después excretado (Francois y Rademacher, 2009).

Prohexadiona de calcio no es mutagénico, carcinogénico o teratogénico. No
tiene efectos sobre pdjaros, peces, abejas 0 en los microorganismos del suelo.
P-Ca es absorbido foliarmente; es transportado acropetalamente a los puntos
individuales de crecimiento. Los movimientos basipétalos son minimos. Su

persistencia en las plantas es nula (Evans et al., 1999).

Prohexadiona de calcio produce cambios importantes en el metabolismo de

los flavonoides del manzano; inhibe las dioxigenasas implicadas en la biosintesis

17



de giberelinas (Rademacher et al.,, 1998). Se ha mostrado un incremento en el
rendimiento del manzano ya que aumenta el cuajado del fruto. Tiene efectos
sobre la calidad de fruto, produciendo una homogeneidad en el tamafio y el
diametro, un bajo contenido de sdélidos solubles totales, un mayor peso y firmeza

del fruto.

En estudios realizados se demostré que prohexadiona de calcio (250 o 500
mg-L™?) retrasa la aparicién de retofios de limén (Citrus limon L.) por alrededor de
2 semanas; por el contrario P-Ca (250 y 500 mg-L™) estimulo el rebrote en naranja
ombligona (Citrus sinensis L.).En aplicaciones foliares de P-Ca (250 y 1000
mg-L™") sobre aguacate Hass (Persea americana) en plena floracién, no se tuvo
efecto alguno en el brote vegetativo apical ni en los brotes florales (Rademacher

et al., 1998).

Uno de los efectos que prohexadiona de calcio ha hecho evidente es la
reduccién en la incidencia de plagas y enfermedades. En manzano se ha
mostrado una reduccion en la incidencia de tizéon de fuego (Erwinia amylovora), la
rofia (Venturia inaequalis) y el moho gris (Botrytis cinerea). En ensayos realizados
en cultivos de pera con Regalis® (3x 100 g/ha), se redujo la incidencia de Psylla

pyri en aproximadamente un 70% (Garner et al., 2009).

18
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Antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia sintética o natural que en pequefias
concentraciones previene el deterioro por accion del oxigeno ambiental. Este
protege biolégicamente a los tejidos del dafio por radicales libres,

transformandose en radicales libres no toxicos.

Los antioxidantes consisten de una cadena de proteinas. En este grupo se
identifican las vitaminas C y E, tocofenoles, carotenoides, flavonoides vy

polifenoles.

Entre las moléculas antioxidantes, los flavonoides juegan un papel Unico en la
planta. Los carotenoides y tocofenoles se integran al metabolismo de plantas y en
humanos. Los flavonoides no parecen tener funciones como antioxidantes en
plantas; sin embargo los flavonoides pueden tener una contribucién en la dieta

humana, ya que son benéficos en la salud (Prior y Cao, 2000).
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Vitamina C

El acido L-ascorbico es un compuesto abundante en los tejidos verdes, el
cual depura al perdxido de hidrogeno en los cloroplastos y favorece la eficiencia
fotosintética. Es esencial en los procesos metabodlicos en el crecimiento y en la

diferenciacion floral.

Las variaciones en el contenido de vitaminas depende del tipo de cultivar,

estado madurez, manejo de la planta y el clima.

El ascorbato funciona como un reductor de radicales libres minimizando el
dafio oxidativo e inhibiendo la formacion de nitrosamina carcinogénica; también,

estimula el sistema inmunoldgico, la absorcion de hierro, calcio y aminoacidos.

El &cido L-ascorbico parece ser sintetizado a partir de las hexosas,

convirtiendo la D-glucosa en ascorbato (Ramirez, et al., 2006).



Actividad Enzimética

Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que catalizan reacciones
guimicas, siempre que sea termodinamicamente posible. Casi todos los procesos

de las células necesitan enzimas para que ocurran a unas tasas significativas.

Debido a que las enzimas son extremadamente selectivas con sus sustratos
y su velocidad crece solo con algunas reacciones, el conjunto de enzimas
sintetizadas en una ceélula determina el tipo de metabolismo que tendra cada

célula (Gosh et al., 2003).

La actividad enzimatica se determina por su estructura tridimensional, la cual
viene a su vez determinada por la secuencia de aminoacidos. Sin embargo,
aunque la estructura determina la funcién, predecir una nueva actividad

enzimatica basandose Unicamente en la estructura de una proteina es muy dificil.

La actividad de las enzimas puede ser afectada por otras moléculas. Los
inhibidores enzimaticos son moléculas que disminuyen o impiden la actividad de

las enzimas, mientras que los activadores son moléculas que incrementan dicha
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actividad. Asimismo, gran cantidad de enzimas requieren de cofactores para su

actividad.

Algunas enzimas son usadas comercialmente, por ejemplo, en la sintesis de
antibioticos y productos domésticos de limpieza. Ademas, son ampliamente
utilizados en diversos procesos industriales, como son la fabricaciéon de alimentos,

denticion de jeans o produccion de biocombustibles.

Las enzimas presentan una amplia variedad de funciones en los organismos
vivos. Son indispensables en la transduccion de sefiales y en procesos de

regulacion. También son capaces de producir movimiento (Ramirez, et al., 2005).

Peroxidasa

Practicamente todas las peroxidasas son hemoproteinas (a excepcion de la
glutation peroxidasa, que es una selenoproteina) y tienen como sustrato comun el
H,O, o peroxido de hidrogeno. La gran afinidad por este sustrato hace que se
pueda unir al hierro del grupo hemo por los dos planos del centro activo, el
superior y el inferior, dando lugar a una inhibicién por exceso de sustrato ya que
cuando ambas posiciones estan ocupadas por el perdxido de hidrégeno no es
posible la union del otro sustrato (Froyer et al., 1997).

Respecto a ese otro sustrato, su naturaleza y su estructura quimica puede

ser muy distinta, tanto si nos referimos a los oxidados “in vivo” como si lo
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hacemos a los que se emplean “in vitro” con objeto de detectar esta actividad
enzimatica. Entre ellos se incluyen fenoles, aminas aromaticas, moléculas
organicas complejas como el ABTS (cation radical 2,2-azinobois-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonato)), o el ioduro y el glutation antes citados. Esta pobre
especificidad para el sustrato reductor hace que la afinidad sea también pequefia

(Miller et al., 1993).

Las ascorbato peroxidasas (APXs) son las mas importantes enzimas
atrapadoras de H,O, que operan tanto en el citosol como en el cloroplasto. Estas
enzimas usan el acido ascoérbico como sustrato reductor y forman parte de un
ciclo, conocido como el ciclo del ascorbato-glutation o Halliwell-Asada (Shigeoka
et al., 2002). La expresion génica de ascorbato peroxidasa es rapidamente
inducida por varias condiciones de estrés, como la aplicacién de paraquat, acido
absisico, sequia y alta temperatura, sugiriendo un papel importante en la
tolerancia al estrés del tipo abidtico y xenobidticos (Benavides, 2002). En
vegetales, es de destacar a la peroxidasa de rdbano, que tiene grandes
aplicaciones en técnicas inmunoquimicas y de diagnostico clinico debido a su
gran estabilidad, facilidad de conjugacion y sencillez para detectarla por métodos
colorimétricos utilizando un gran numero de reactivos. Otras peroxidasas, como la
glutation peroxidasa, esta ampliamente distribuida en diversos tejidos con fines
diferentes, pero relacionados con una funcién antioxidante (Pastori y Foyer,

2002).



Catalasa

Es una enzima con un grupo prostético hemo que cataliza la dismutacién del
peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno (Del Rio et al., 2002), se encuentra en
todos los eucariotas aerobios y es importante en la remocion del peroxido de
hidrogeno generado durante el ciclo del glioxilato en la fotorespiracion, la B-
oxidacion de lipidos en los peroxisomas y el catabolismo de la purina. Las
catalasas son tetrameras de peso molecular mayor a 220,000 (Acevedo y

Scandios, 1991).
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PROHEXADIONE-CA MODIFIES CONTENT OF GIBBERELLINS, V ITAMIN C,

ANTIOXIDANT CAPACITY AND ENZYMATIC ACTIVITY IN APPL E

H. Ramirez, P.C. Leza-Hernandez, A. Benavides, C. Amado-Ramirez, A.
Martinez-Osorio and C.E. Rivera-Cruz.
Departamento de Horticultura. Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.

Buenavista, Saltillo 25315, Coahuila, México

Keywords: apple, prohexadione-Ca, antioxidant, vitamin C, Malus xdomestica

ABSTRACT

The present research was conducted to better understand the effects of
prohexadione-Ca (P-Ca) on the gibberellin changes at the apex and on the
antioxidants and enzyme behavior on ripening fruits of apple (Malus xdomestica).
Pca was sprayed twice in the spring of 2008 on sixteen-year old ‘Red
Delicious’/M.106 apple trees when shoot growth reached 5 cm in length. The

concentration dosages of the growth retardant were 0 (control), 125, 175 and 200
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mg-L-1. The GCMS analysis of experimental samples showed the presence of
gibberellins A9 and A20 in P-Ca treated shoot tips; whereas gibberellins Al, A4,
and A7 were identified in control samples. The total antioxidant content in ripening
fruits was increased with any concentration of P-Ca. A similar pattern was also
observed in those fruits when vitamin C, catalase and peroxidase enzymes

content were measured.

INTRODUCTION

Modern pomology, seeks alternatives in order to improve the fruit quality.
Among them are: biotechnology, new plant management systems and the use of
plant bioregulators. Prohexadione calcium (P-Ca) is a growth retardant which has
been proven to be a useful tool for the control of excessive vegetative growth and
to improve fruit quality in apple, pear and cherry trees. P-Ca inhibits the
biosynthesis of the biological active gibberellins Al, A4, and A7 (Rademacher,
2000). It has been suggested that P-Ca may participate in secondary metabolite
pathways linked to antioxidant status in edible fruits (Rademacher et al., 2006), as
well as through modifying the enzyme system activity. Therefore, the purpose of
this work was to evaluate the effects of P-Ca on the gibberellin content at the apex
of ‘Red Delicious’ apple trees, and on the total antioxidant content, vitamin C,

catalase and peroxidase activity in ripen fruits.



27

MATERIALS AND METHODS

Randomly selected 16 year-old ‘Red Delicious’ apple trees, grafted onto
MM106 rootstocks growing in an open field at Huachichil, Coahuila, were used in
this study. P-Ca (10% a.i.) was applied with a back pack sprayer to run-off on
trees early in the spring of 2008 when shoot growth had reached 5 cm in length.
The concentration dosages of P-Ca were 0 (control), 125, 175 and 200 mg-L-1. A
second application of P-Ca was done early in July. All P-Ca solutions included
0.1% w& Regulaid® as a surfactant. A randomized factorial design with four trees
replicates for treatment was used. Significance was calculated using Tukey's least
significant difference. Shoot apex samples from control trees and P-Ca 200 mg-L-
1 treated trees were collected four days after the first application of the growth
retardant and were analyzed for gibberellin identification using the GC-MS
technique described previously by Ramirez et al. (2005). Fruit samples for
analysis were collected from experimental trees during at the normal harvest time.
The total antioxidant level was determined using the (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity TEAC) assay described in Miller et al. (1993). The concentration of
vitamin C was determined using the technique reported by Padayatt et al. (2001).
The catalase activity was quantified with the method described by Masia (1998),
and peroxidase was determined by the technique reported by Kar and Mishra

(1976).



RESULTS AND DISCUSSION

Endogenous Gibberellins

The endogenous gibberellins present in shoot apex were identified by GC-MS
analysis. Table 1 shows that in the control samples GAl, GA4 and GA7 were
present. Those hormones were absent in P-Ca treated tissue; whereas GA9 and
GA20 were detected. Changes in the endogenous gibberellin status in response to
the application of growth retardants in apple trees are well documented (Rojas and
Ramirez, 1996). P-Ca has been classified as an inhibitor of the synthesis of
gibberellins GA1, GA4 and GA7 which are biologically active (Rademacher, 2000).
These data supports the findings which may explain the reduction in shoot growth

observed in fruit trees soon after P-Ca was sprayed.

Antioxidants

It can be seen in Figure 1 that all P-Ca treatments promoted an increase in
total antioxidant levels in ripe apple fruits. This effect seems to reflect that P-Ca is
a promoter of the antioxidant system of apple as it has previously reported in
tomato fruits by Jimenez et al. (2002). They showed an increase in the level of the
total antioxidants at the glutation-ascorbate phase during fruit ripening. Disegna et
al. (2002) found a higher content of total antioxidants in grape berries when plants
were treated with P-Ca at 200 mg-L-1. Figure 2 shows that any P-Ca treatment
increased the content of vitamin C in ripen fruits. The highest concentration of this
antioxidant was observed with P-Ca at 125 mg-L-1. Similar effects were reported

in peach, broccoli and tomato when P-Ca at 150 mg-L-1 was applied on these
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horticultural crops (Rademacher, 2000; Rademacher and Kober, 2003). Vitamin C
(ascorbic acid) is an antioxidant which plays an important role in detoxification of
activated oxygen and reacts directly with reactive oxygen molecules in plum (Khan
and Singh, 2008). Application of P-Ca resulted in higher vitamin C content as
compared with control. This increment of vitamin C may be due to an increase in
enzyme activity linked to the synthesis of the antioxidant through the cytochrome
activity (Rocha et al., 1995). The increment of total antioxidant activity of P-Ca
treatment may be due to the ability of this growth retardant to inhibit the production
of cellular free radicals which are normally produced during catabolic respiratory

climacteric as it has been proposed by MacLean et al. (2003).

Enzymes

The application of P-Ca at any concentration significantly increased the
peroxidase (Fig. 3) and catalase (Fig. 4) activity. Ramirez et al. (2006) reported in
ripe tomato fruits an increase in the activity of both enzymes when plants were
sprayed with P-Ca at 150 mg-L-1. It is possible that the increase of these enzymes
activity may contribute to the process of vitamin C synthesis (Khan and Singh,

2008).
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CONCLUSIONS

Prohexadione-Ca applied to apple trees inhibits synthesis of GA1, GA4 and GA7
in shoot apex; increases total antioxidant capacity, content of vitamin C and

catalase and peroxidase activity in ripe fruit.

LITERATURE CITED

Disegna, E., Boido, E., Carrau, F., Farifia, L., Medina, K., Méndez, M., Rodriguez,
P. and De La Cassa, E. 2006. Efectos de la aplicacion del regulador del
crecimiento 3,5- dioxo-4-propionilciclohexancarboxilato de calcio (BAS 125)
en la produccion de uvas, composicion del vino y aroma del cv. “tannat”.

http://www.inia.org.uy/ eventos/M&E-9.pdf

Jimenez, A., Creissen, G., Kular, B., Firmin, J., Robinson, S., Verhoeyen, M. and
Mullineaux, P. 2002. Changes in oxidative processes and components of
the antioxidant system during tomato fruit ripening. Planta 214:751-758.

Kar, M. and Mishra, D. 1976. Catalase, peroxidase, and polyphenoloxidase
activities during rice leaf senescence. Plant Physiol. 57:315-319.

Khan, A.S. and Singh, Z. 2008. 1-MCP application affects ethylene production,
storage life and quality of ‘Tegan Blue’ plum. Acta Hort. 771:143-150.
MacLean, D.D., Murr, D.P. and Deell, J.R. 2003. A modified total oxyradical

scavenging capacity assay for antioxidants in plant tissue. Postharvest Biol.

Technol. 29:183-194.



31

Masia, A. 1998. Superoxide dismutase catalase activities in apple fruit during
ripening and post-harvest and with special reference to ethylene. Physiol.
Plant. 104:668-672.

Miller, N.J., Rice-Evans, C., Davies, M.J., Gopinathan, V. and Milner A. 1993. A
novel method for measuring antioxidant capacity and its application to
monitoring the antioxidant status in premature neonates. Clinic Sci. 84:407-
412.

Padayatt, S.J., Daruwala, R., Wang, Y., Eck, P.K., Song, J., Koh, W.S. and Levine,
M. 2001. Vitamin C: From molecular actions to optimum intake. p.117-145.
In: E. Cadenzas and L. Packer (eds.), Handbook of Antioxidants. 2nd Ed.
Washington. CRC Press.

Rademacher, W. 2000. Growth retardants: Effects on gibberellin biosynthesis and
other metabolic pathways. Ann. Rev. Plant Physiol. and Mol. Biol. 51:501-
531.

Rademacher, W. and Kober, R. 2003. Efficient use of prohexadione—ca in pome
fruits. (European J. Hort. Sci. 68:101-107.

Rademacher, W., Spinelli, F. and Costa, G. 2006. Prohexadione-Ca: Modes of
action of a multifunctional plant biorregulator for fruit trees. Acta Hort.
727:97-106.

Ramirez, H., Peralta, M.R.M., Benavides, M.A., Sanchez, L.A., Robledo, T.V. and
Hernandez, D.J. 2005. Efecto de prohexadiona-ca en tomate y su relacion
con la variacion de la concentracion de giberelinas y citocininas. Rev.

Chapingo Serie Hort. 11:283-290.



32

Ramirez, H., Rancafo, A.J.H., Benavides, M.A., Mendoza, V.R. and Padron, C.E.
2006. Influencia de promotores de oxidacion controlada en hortalizas y su
relacién con antioxidantes. Rev. Chapingo Serie Hort. 12:189-195.

Rocha, A.M.C.N., Brocado, C.M., Kirby, R. and Morais, M.M.B. 1995. Shelf life of
chilled cut orange determined by sensory quality. Food Cont. 6:317-322.

Rojas, M. and Ramirez, H. 1996. Control hormonal del desarrollo de las plantas.

Limusa, Press, México.



Tables

33

Table 1. Gibberellin content in shoot apices of ‘Red Delicious’ apple trees four

days after being sprayed with prohexadione-Ca (200 mg-L-1). Gibberellins were

identified by GC-MS.

Gibberellins  KRI #  Principal ions and % relative intensity of base pe  ak
Control

GA, 2651 [506(100), 448(14), 377(15), 375(18)]

GAs 2488 [418(21), 403(2), 400(12), 386(25), 284(100)]

GA, 2416 [416(10), 193(12), 179(5), 155(13)]

Prohexadione calcium
GAs 2295 [330(5), 217(37), 183(19), 159(45)]
GAso 2468 [418(100), 403(17), 387(6), 375(82), 359(19)]

2K ovats retention index.
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Fig. 1. Effect of prohexadione-Ca on the Trolox equivalent antioxidant capacity in
‘Red Delicious’ apple fruits. Each value represents the mean of four replications.

Means with the same letter are not significantly different (Tukey, P<0.01).
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Fig. 2. Effect of prohexadione-Ca at different dosages on the concentration of
vitamin C in ‘Red Delicious’ apple fruits. Each value represents the mean of four

replicates. Means with same letter are not significantly different (Tukey, P<0.01).
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Fig. 3. Effect of prohexadione-Ca on the peroxidase activity in ‘Red Delicious’
apple fruits. Each value represents the mean of four replicates. Means with the

same letter are not significantly different (Tukey, P<0.01).
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Fig. 4. Effect of prohexadione- Ca on the catalase activity in ‘Red Delicious’ apple
fruits. Each value represents the mean of four replicates. Means with the same

letter are not significantly different (Tukey, P<0.01).
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CONCLUSIONES

Prohexadiona de calcio aplicada a arboles de manzana cv Red Delicious a
dosis de 125, 175 y 200 mg - L'" inhibe la sintesis de GA;, GA; y GA; en el
apice; aumenta la capacidad antioxidante total, el contenido de vitamina C y la

actividad de catalasa y peroxidasa en frutos maduros.
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