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La presente investigacion se desarrollé en dos etapas.
La primer etapa se realizé con el propésito de evaluar el efecto de prohexadiona
de calcio (P-Ca) en el contenido enddgeno de giberelinas en apices de tomate
saladette (Lycopersicon esculentum Mill.) var. Rio Grande y chile pimiento

(Capsicum annuum L.) var. Capistrand. Se aplicaron 3 dosis del retardante

Vi



(125, 175 y 200 mg L™) y un testigo en ambas hortalizas en el estadio de
plantula con seis hojas verdaderas. Los apices se cosecharon los dias 0, 1, 3y
6 después de haber realizado la aplicacion de los tratamientos. Se encontré que
los 4pices de tomate saladette tratados con P-Ca mostraron un menor
contenido de las giberelinas A; y A; a partir del siguiente dia de haberse
aplicado los tratamientos. Esta tendencia fue consistente hasta el sexto dia de
evaluacion. Resultados similares se registraron con los apices de chile pimiento.
Los andlisis de cromatografia de gases y espectrometria de masas, permitieron
identificar en apices tratados con P-Ca la giberelina Ay en tomate saladette,
mientras que las giberelinas Az y Ass estuvieron presentes en chile pimiento. En
los apices testigo de ambas hortalizas, se encontraron las giberelinas A;, As Yy
As.

La segunda etapa se llevo a cabo con el propdsito de conocer los efectos de
prohexadiona de calcio (P-Ca) en parametros vegetativos, reproductivos,
postcosecha, capacidad antioxidante total, contenido de licopeno y actividad de
las enzimas catalasa y peroxidasa en plantas y frutos de tomate bola variedad
Floradade. Se evaluaron plantas tratadas con tres dosis del retardante (125,
175 y 200 mg L) y un testigo, con una y dos aplicaciones. La primera
aplicacion se realizdé cuando las plantas presentaban primordios florales, y la
segunda aplicacion 15 dias después. La altura de la planta se redujo
notablemente con las aplicaciones de P-Ca, mostrando una marcada reduccion
en la altura conforme se incrementa la dosisfue. P-Ca incremento el numero de
racimos y frutos por planta. La presion en el fruto se incremento por efecto del

retardante. El nimero de flores, porcentaje de fruto cuajado, diametro del tallo,

vii



namero de entrenudos, producciéon por planta y el radio del fruto no mostraron
un efecto ante las aplicaciones de P-Ca. El peso fresco y seco de la planta, el
peso Yy los solidos solubles totales del fruto se redujeron por efecto de P-Ca. P-
Ca incrementd sustancialmente la capacidad antioxidante total en frutos de
tomate, encontrdndose una mayor actividad antioxidante en frutos en el estadio
de maduracion de hombros verdes. La concentracion de licopeno se incrementé
notablemente en los frutos de tomate provenientes de plantas tratadas con
cualquiera de las dosis empleadas de P-Ca, encontrando mayor concentracion
de licopeno en frutos en el estadio de maduracion mas avanzado. La actividad
enzimatica tanto para peroxidasa y catalasa se incrementd significativamente

con la aplicaciéon de P-Ca.
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ABSTRACT

PROHEXADIONE-CA MODIFIES HORTICULTURAL
PARAMETERS, ENZYMATIC ACTIVITY AND TOTAL
ANTIOXIDANT IN TOMATO AND BELL PEPPER

BY

BRUNO HERRERA GAMEZ

MASTER
PRODUCTION SYSTEM ENGINEERING
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA
ANTONIO NARRO
Buenavista, Saltillo, Coahuila. March 2007

Dr. Homero Ramirez Rodriguez. —Adviser-

Key words: Lycopersicon esculentum Mill., gibberellins, catalase, peroxidase,
lycopene, total antioxidant capacity.

The present investigation was conducted in two phases

In the first phase, this study was carried out with the purpose of learning the
effects of prohexadione-calcium (P-Ca) on the levels of endogenous gibberellins
in tomato saladette (Lycopersicon esculentum Mill.) var. Rio Grande and bell

pepper (Capsicum annuum L.) var. Capistrand shoot apex. The growth retardant



was sprayed at three dosages (125, 175 and 200 mg L™) to both vegetables
crops when six true leaves appeared in growing seedlings. A control treatment
was included in each crop species. Shoots apex were collected at 0, 1, 3 and 6
days after treatments. Results showed that tomato saladette apex sprayed with
P-Ca reflected less gibberellins A; and A; from the first day on words after
treatment. This tendency was similar in bell pepper samples. The gas
chromatography and mass spectrometry analysis allowed to identify gibberellin
Az in tomato, and gibberellins A,y and Asz in bell pepper samples from P-Ca
treated plants. The gibberellins A;, A4 and A; were detected in control samples.

In the second phase, a study was conducted with the purpose of learning the
effects of prohexadione-ca (P-Ca) on vegetative, reproductive and postharvests
parameters, the total antioxidant and lycopene content as well as the enzymatic
activity in plants and during fruit ripening in tomato Floradade. The growth
retardant was sprayed to experimental plants in one or/and in two occasions.
The first application was done when plants had reached 50% blossom; whereas,
the second one was performed two weeks after. The concentration dosages of
P-Ca were control , 125, 175 and 200 mg L™. The height of the plant was
reduced remarkably with the applications of P-Ca, showing a noticeable
reduction in the height as the dosage is increased. P-Ca increased the number
of clusters and fruits by plant. The firmness in the fruit was increased by effect of
the retardant. The number of flowers, percentage of fruit set, diameter of the
stem, number of nudes, production by plant and the radius of the fruit did not
show an effect before the applications of P-Ca. The fresh and dry weight of the

plant, the total soluble solids and weight of the fruit were reduced by effect of P-



Ca. The results showed that any treatment with P-Ca increased the total
antioxidant capacity in evaluated fruits at different stages of fruit ripening. The
content of lycopene showed a remarkable increment in ripen fruits harvested
from plants which have received the P-Ca applications. The activity of catalase
and peroxidase also increased in these tomato fruits treated with the growth

retardant.
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INTRODUCCION

En 1954, la doctora Rebeca Gerschman, sugirié por primera vez que los
radicales libres eran agentes toxicos y generadores de enfermedades. De igual
modo, describié a los radicales libres como moléculas que en su estructura
atomica presentan un electrén impar en la orbita externa y una configuracion

espacial que genera una alta inestabilidad (Del Rio et al., 2002).

A partir de la molécula de oxigeno gaseoso (O;) se forman los siguientes
reactivos: O,.- anién superoxido, H,O, peréxido de hidrégeno, HO.- anién
hidroxilo. Estas moléculas toxicas son moléculas dafiadas a las cuales les falta
un electron. Pero los tejidos tienen también numerosas enzimas que eliminan
rapidamente esos radicales libres, en especial peroxidasas, catalasas y
superéxido dismutasas, evitando asi un efecto sobre estos tejidos (Mittler,

2002).

En los tejidos se forman continuamente radicales libres a partir del oxigeno
molecular disuelto, como parte de la funcién normal de las células, y debido a
qgue la molécula radical libre necesita todos sus electrones, reacciona con

cualquier otra a la cual le puede sustraer un electrén. Al actuar sobre algunos



componentes importantes de las células, como moléculas de grasa, proteinas o

ADN, los radicales libres las dafian (Mittler, 2002).

Los antioxidantes poseen 2 mecanismos principales, pueden ser
mecanismos enzimaticos, llamados antioxidantes endogenos que incluyen a las
enzimas superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutation y la
coenzima Q, o los antioxidantes exdgenos, que ingresan al organismo por la via
de los alimentos. Cuando llegan a las células, se depositan en sus membranas
y las protegen de la lipoperoxidacion. Tal es el caso de las vitaminas Ey C, y
del caroteno. A diferencia de los antioxidantes enzimaticos, estos otros
reaccionan con los radicales libres y modifican su estructura, es decir, los
capturan o neutralizan, y se oxidan en el proceso. Finalmente, algunos metales,
como selenio, cobre, zinc y magnesio, que en ocasiones forman parte de la
estructura molecular de las enzimas antioxidantes, también son fundamentales

en este mecanismo de proteccion celular (Benavides, 2002).

Son varios los estudios clinicos y epidemiologicos que indican que la
ingesta diaria de frutas y verduras previenen enfermedades degenerativas
asociadas con la edad (cancer, arteriosclerosis, diabetes, enfermedades
respiratorias, dafio al higado, artritis reumatoide, cataratas, enfermedades
inflamatorias del intestino, desordenes del sistema nervioso central, mal de

parkinson (Devasagayam et al., 2004)).



De tal modo, que han surgido por iniciativa gubernamental programas que
tratan de promover aumentos en el consumo de frutas y verduras en la
poblacién, tal es el caso de cinco frutas y verduras por dia, el motivo,
incrementar de manera indirecta la ingesta diaria de fitoquimicos con capacidad
antioxidante, y de esta manera tener una poblacion mas saludable. En este
rubro, la ciencia ha enfocado esfuerzos en lograr frutas y hortalizas con un
mayor contenido de antioxidantes, apostando a la ingenieria genética,
manipulacion ambiental y a la utilizacion de sustancias (promotores de
oxidacion controlada) que de algun modo provocan este efecto benéfico en los

frutos (Benavides, 2002).

Recientemente se ha reportado a prohexadiona de calcio como un
retardante del crecimiento en varios cultivos, y son varios los investigadores que
han hipotetizado la idea de que prohexadiona de calcio podria tener un efecto
en la actividad antioxidante de frutas y hortalizas (Rademacher, 2000; Gosch et
al., 2003; Roemmelt et al., 2003a; Roemmelt et al., 2003b). Se ha comprobado,
gue impacta en la biosintesis de flavonoides, generando nuevos flavonoides e
incrementando su contenido en hojas jovenes de manzano (Roemmelt et al.,

2003a; Roemmelt et al., 2003b).

Ante la reciente necesidad de producir frutas y hortalizas con un alto
contenido de antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos) se plantean los

siguientes objetivos e hipotesis.



OBJETIVOS

Determinar e identificar el contenido de giberelinas enddégenas en apices
de plantulas de tomate saladette y chile pimiento al aplicar prohexadiona de

calcio.

Evaluar los efectos de P-Ca en el crecimiento y desarrollo horticola en

plantas de tomate bola variedad Floradade.

Evaluar los efectos de prohexadiona de calcio en parametros postcosecha

del fruto de tomate bola variedad Floradade.

Evaluar la capacidad antioxidante total y contenido de licopeno en frutos
de tomate bola (Lycopersicon esculentum Mill) en dos estadios de maduracion
con tres dosis de prohexadiona de calcio y un testigo, con una y dos

aplicaciones.

Estudiar el efecto de prohexadiona de calcio sobre la actividad de las

enzimas peroxidasa y catalasa en frutos de tomate.



HIPOTESIS

Prohexadiona de calcio modifica el contenido endégeno de giberelinas en

apices de plantulas de tomate saladette y chile pimiento.

Prohexadiona de calcio modifica parametros horticolas, reproductivos y

postcosecha en plantas y frutos de tomate bola variedad Floradade.

Prohexadiona de calcio modifica la capacidad antioxidante total, el
contenido de licopeno, la actividad de las enzimas peroxidasa y catalasa en

frutos de tomate bola variedad Floradade.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades del cultivo de tomate

El tomate es una hortaliza nativa de América tropical, cuyo origen se
localiza en Sudamérica, concretamente en la regién de los Andes donde se
encuentra la mayor variabilidad genética y abundancia de tipos silvestres.
Pertenece a la familia de las solanaceas y su nombre cientifico es Lycopersicon
esculentum Mill. El tomate es una planta perenne de porte arbustivo que se

cultiva como anual. Puede desarrollarse de forma rastrera, semirrecta o erecta.

Existen variedades de crecimiento limitado (determinadas) y de
crecimiento ilimitado (indeterminadas). En los cultivares de crecimiento
determinado las inflorescencias se alternan con una 6 dos hojas (Nisen et al.,
1990). Su fruto es una baya bi o plurilocular que puede alcanzar un peso que

oscila entre unos pocos miligramos y 600 gramos.

Requerimientos climatoldgicos y edaficos del cultivo de tomate

En tomate, la temperatura influye en la distribucion de asimilados. Durante la

fase de crecimiento vegetativo una temperatura mayor a 25 °C favorece el



crecimiento foliar a expensas del apice, mientras que a una temperatura menor
de 15 °C ocurre lo contrario. La temperatura ideal para su desarrollo fluctua
entre los 22 a 30 °C, para floracion es de 21 °C. cuando se presentan altas
temperaturas, mayores a 38 °C antes de la antesis, hay poco amarre de fruto y
si estas temperaturas prevalecen de uno a tres dias posteriores a la antesis el

embrién es destruido (Valadez, 1998).

Ademas, el tomate requiere entre ocho y 16 horas de iluminacién, poca
iluminacion reduce la fotosintesis neta, e implica mayor competencia por los
productos asimilados, con incidencia en el desarrollo y produccién (Nuez,

2001).

La humedad relativa éptima oscila entre un 70 y 80 %. Valores superiores
al 90 % favorece el desarrollo de enfermedades aéreas, el agrietamiento del
fruto y dificultan la fecundacion. Una humedad relativa baja dificulta la fijacion

del polen al estigma de la flor (Nuez, 2001).

Para un buen desarrollo del cultivo se requiere que el suelo sea profundo,
permeable y con abundancia de materia organica. El tomate es tolerante a la
acidez, con valores de pH que van desde 5 hasta 6.8. Se clasifica como
medianamente tolerante a la salinidad, teniendo valores maximos de 6,400

partes por millén (Valadez, 1998).



Estructura del fruto de tomate

El fruto del tomate esta constituido, basicamente por el pericarpio, el tejido
placentario y las semillas.

El pericarpio lo componen la pared externa, las paredes radiales o septos
que separan los I6culos y la pared interna o colmuela. Se origina de la pared del
ovario y consta de un exocarpo o piel, un mesocarpo parenquimatico con haces
vasculares y el endocarpo constituido por una capa unicelular que rodea a los

|6culos (Nuez, 2001).

Maduracioén del fruto de tomate

En el fruto del tomate, la respiracion desciende de forma continua durante
el crecimiento y desarrollo para llegar a un minimo preclimatérico, poco
después del principio de la maduracion. Al iniciarse la maduracién la respiracion
aumenta hasta alcanzar un maximo conocido como pico climatérico para
descender posteriormente. Simultdaneamente al aumento en la respiracion se
produce un brusco aumento en la produccion de etileno el cual tiene una
marcada influencia en el desarrollo del proceso de maduracién (Brady, 1987;

Nuez, 2001).

Durante la maduracion del tomate se producen cambios importantes en el
color, la composicién de aroma, sabor y textura, que hacen en su conjunto, un
fruto atractivo para el consumo humano. Asi mismo, se produce una

degradacion de la pared celular y algunos componentes cloroplasticos se



desintegran, simultdneamente se produce la formacién de cromoplastos. La
membrana plasmatica permanece intacta y la actividad mitocondrial en el
citoplasma mantiene plenamente su funcionamiento hasta la senescencia. Asi
pues, la mayor parte de las membranas celulares conservan su integridad hasta
la completa madurez del fruto (Brady, 1987). También se producen aumentos
en la actividad de una serie de enzimas como la ACC sintasa, ACC oxidasa,
poligacturonasa, fitoeno sintasa, enzima malico y de las hidrolasas de la pared

celular (Brady, 1987).

La pigmentacion del fruto de tomate durante su maduracion

El color verde de los tomates inmaduros se debe a la clorofila. Con el inicio
de la maduracién los cloroplastos empiezan a transformarse en cromoplastos,
inicialmente en el tejido placentario gelatinoso que rodea las semillas y luego en
el pericarpio desde la zona distal hacia el pedunculo. La clorofila comienza a
degradarse y se sintetizan los pigmentos amarillos, principalmente xantofilas y
B-caroteno que se hacen mas aparentes con la progresiva destruccion de la
clorofila. Posteriormente aunque continua la sintesis de dichos compuestos, el
tomate adquiere una coloracion roja debido a la rapida acumulacién de
licopeno. Otros carotenoides como el fitoeno, fitoflueno y y-caroteno ausentes

en frutos verdes se acumulan durante la maduracién (Polder et al., 2004).
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Biorreguladores del crecimiento

El desarrollo normal de una planta depende de la interaccién de factores
externos: luz, nutrientes, agua y temperatura e internos: hormonas. Una
definicion global del termino hormona es considerar bajo este nombre a
cualquier producto quimico, de naturaleza organica, que sirve de mensajero y
que, producido en una parte de la planta, tiene como "blanco" otra parte de ella.
Las plantas tiene cinco clases de hormonas (auxinas, citocininas, giberelinas,
etileno y acido absisico ). Mientras que cada fitohormona ha sido implicada en
un arreglo relativamente diverso de papeles fisioldgicos dentro de las plantas y
secciones cortadas de éstas, el mecanismo preciso a través del cual funcionan
no es aun del todo conocido. Las hormonas y las enzimas cumplen funciones

de control quimico en los organismos multicelulares.

El término "substancias reguladoras del crecimiento" es mas general y
abarca a las substancias tanto de origen natural como sintetizadas en
laboratorio que determinan respuestas a nivel de crecimiento, metabolismo 6

desarrollo en la planta (Weaver, 1996; Jankiewicz, 2003).

Retardantes del crecimiento

Los inhibidores constituyen un grupo bastante distinto entre las sustancias

reqguladoras del crecimiento de las plantas, que inhiben o retrazan el proceso

fisiolégico o bioquimico de los vegetales. De acuerdo con sus propiedades



11

fisiolégicas, algunos inhibidores enddgenos parecen ser hormonas vegetales.
Diversos inhibidores naturales pueden tener diferentes acciones; por ejemplo,
pueden ser inhibidores del crecimiento, de las auxinas, de las giberelinas, o

bien, de la germinacién (Jankiewicz, 2003).

En los ultimos afios se han descubierto nuevos tipos de compuestos
quimicos organicos, los retardantes del crecimiento de las plantas, los cuales
retrazan la division y crecimiento celular en tejidos de brotes, regulando de esta
forma, la altura de las plantas, de manera fisiolégica, sin provocar
malformaciones en las hojas o en los tallos (Weaver, 1996). Estos compuestos,
también intensifican el color verde del follaje y afectan directamente a la
floracion. El crecimiento de las plantas tratadas con retardantes del crecimiento
no se suprime por completo (Salisbury y Ross, 1994; Srivastava, 2001;

Jankiewicz, 2003).

Prohexadiona de calcio

Bas 125W (nombres comerciales Apogee, Regalis, Baseline) es el cédigo
experimental para el regulador del crecimiento vegetal prohexadiona de calcio
(nombre comun propuesto por la organizacion internacional para la
estandarizacién) o Prohexadiona-Ca en forma abreviada o calcio 3-oxido-4-
propionil-5-oxo-3-ciclohexano-carboxilato como su nombre quimico sistematico

(Rademacher, 2000).
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Otros codigos para este ingrediente activo incluyen BX-112, KIM112 y
BAS9054W. EIl ingrediente activo, prohexadiona de calcio (P-CA) es patentado
por Kumiai Chemical Industry Co. Obteniendo su registro para el control del
crecimiento en arroz (Oriza sativa L.) en Japon. Prohexadiona de calcio se esta
desarrollando para su registro en los estados unidos para emplearlo en
manzano (Malus * domestica Bork.) y cacahuate (Arachis hypogaea) por la
BASF Corp; y en muchos paises europeos por BASF AG para emplearlo en

granos pequefos y manzanos (Evans et al., 1999).

Aplicaciones foliares de BAS 125W en rangos de 125 a 250 mg L™ de
ingrediente activo han proporcionado tipicamente un control efectivo en el
crecimiento vegetativo de manzanos. Generalmente, como el vigor vegetativo
de los arboles incrementa, el rango necesario de prohexadiona de calcio para
un efectivo control vegetativo tiene que ser el maximo. El vigor vegetativo es
influenciado por numerosos factores incluyendo la carga de frutos, especie,
localizacion, variedad, porta injerto, edad, poda, y sistema de formacion (Evans

et al., 1999).

El aplicar prohexadiona de calcio cuando el crecimiento nuevo esta entre
los cinco y los 10 centimetros ha proporcionado los mas efectivos controles de
crecimiento en comparacion con las aplicaciones al crecimiento nuevo excede
los 10 centimetros (Ramirez et al., 2003; Byers et al., 2004; Costa et al., 2004;

Ramirez et al., 2005; Ramirez et al., 2006).
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Mecanismo de accion del prohexadiona de calcio. Prohexadiona de calcio

inhibe la biosintesis de las giberelinas biolégicamente activas del crecimiento,
por eso, reduce longitudinalmente el crecimiento de los brotes (Nakayama et al.,
1990; Nakayama et al., 1992). La estructura de prohexadiona de calcio es
similar al acido 2-oxoglutarico que es el co-sustrato para diogenasas,
catalizando hidroxilaciones envueltas en estadios tardios (Rademacher, 2000).
El blanco primario de prohexadiona-Ca al parecer es 3B hidroxilacion, en
consecuencia, sus aplicaciones reducen los niveles de AG4 (altamente activa) y
causa acumulacién de su inmediato precursor AGy inactiva (Nakayama et al.,
1990; Rademacher, 2000). En relacion a las diogenasas envueltas en el
metabolismo de los flavonoides, pueden ser afectadas en algunos puntos por

prohexadiona-Ca y compuestos relacionados (Evans et al., 1999).

Metabolismo de prohexadiona de calcio. Prohexadiona-Ca se degrada en

plantas superiores con un tiempo de vida promedio de pocas semanas,
después de la desactivacion y ocurriendo naturalmente el desdoblamiento del
anillo en propano-1,2,3 acido tricarboxilico es formado, que se incorpora a la
matriz de la planta. En el suelo Prohexadiona-Ca se descompone mayormente
en CO; con una vida media menor de los siete dias. En el agua prohexadiona-
Ca se degrada por fotolisis a CO; y otros productos naturales. En mamiferos
prohexadiona-Ca es rapidamente absorbido y secretado. No ha sido observado

acumulaciones en tejidos de mamiferos (Evans et al., 1999).
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Propiedades toxicologicas y ecotoxicologicas de prohexadiona de calcio. Tiene

un LDso oral de mas de 5,000 mg kg™ y un LDsg dermal de mas de 2,000 mg kg
', El material no es mutagénico, cancerigeno o teratogenico. Prohexadiona-Ca
no tiene efectos negativos en pajaros, peces, abejas o microorganismos del
suelo (Evans et al., 1999).

Absorcion y translocacién de prohexadiona de calcio. Prohexadiona de calcio se

absorbe por el follaje del manzano, requiriendo para su maxima absorcién un
minimo de ocho horas, y es translocado acropetalamente a los puntos de
crecimiento de los brotes individuales, posee movimientos basipetalos minimos.
Tipicamente, unicamente los brotes tratados son afectados en su crecimiento.
Prohexadiona-Ca no permanece en la planta o afecta directamente en el

crecimiento vegetativo de la siguiente estacion (Evans et al., 1999).

Perspectivas _de prohexadiona de calcio. Las propiedades conocidas

actualmente de prohexadiona de calcio, lo ubican como un nuevo retardante del

crecimiento de uso prometedor en la produccion fruticola (Costa et al., 2004).

Antioxidantes

Son aquellas sustancias que presentes a bajas concentraciones respecto a
las de un sustrato oxidable (biomoléculas) retarda o previene su oxidacion. El
antioxidante, al chocar con el radical libre cede un electron, se oxida y se
transforma en un radical libre débil no toxico (Prior y Cao, 2000; Klein y Kurilich,

2000).
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Radical libre

Es una molécula (organica o inorganica), en general extremadamente
inestable y, por tanto, con gran poder reactivo. Actuan alterando a las
membranas celulares y atacando el material genético de las células, como el
ADN. Los radicales libres tienen una configuracion electrénica de capas
abiertas por lo que llevan al menos un electron desparejado que es muy
susceptible de crear un enlace con otro atomo o molécula. Desempenan una
funcion importante en la combustién, en la polimerizacion dentro de las células

y en otros procesos quimicos (Mittler, 2002).

Produccion de radicales libres en seres vivos

Los radicales libres se producen en la respiracion con la presencia de
oxigeno que aunque es imprescindible en la vida celular de nuestro organismo,
también se producen estas moléculas reactivas, que provocan a lo largo de la
vida efectos negativos para la salud debido a su capacidad de alterar el ADN
(los genes), las proteinas y los lipidos o grasas ("oxidacion"). En nuestro cuerpo
existen células que se renuevan continuamente como las células de la piel, del
intestino, y otras que no, como las células del higado y las neuronas. En el
transcurso de los afos, los radicales libres pueden producir una alteracion
genética sobre las células que se dividen continuamente contribuyendo a

aumentar el riesgo de cancer por mutaciones genéticas o bien, disminuyen la
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funcionalidad de las células que no se dividen tanto, disminuyendo el numero

de mitocondrias, que es caracteristico del envejecimiento (Vranova et al., 2002).

Estos radicales recorren nuestro organismo intentando robar un electrén
de las moléculas estables, con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica
(Mittler, 2002). Una vez que el radical libre ha conseguido robar el electrén que
necesita para aparear su electrén libre, la molécula estable que se lo cede se
convierte a su vez en un radical libre, por quedar con un electrén desapareado,
iniciAandose asi una verdadera reaccién en cadena que destruye nuestras
células. La vida biolégica media del radical libre es de microsegundos; pero
tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor
provocando un gran dafno a las moléculas y a las membranas celulares. Los
radicales libres no son intrinsecamente malos. De hecho, nuestro propio cuerpo
los fabrica en cantidades moderadas para luchar contra bacterias y virus. Los
radicales libres producidos por el cuerpo para llevar a cabo determinadas
funciones son neutralizados facilmente por nuestro propio sistema. Con este fin,
nuestro cuerpo produce unas enzimas (como la catalasa o la dismutasa) que
son las encargadas de neutralizarlos. Estas enzimas tienen la capacidad de

desarmar los radicales libres sin desestabilizar su propio estado (Mittler, 2002).

El sistema antioxidante en plantas

Las plantas han desarrollado mecanismos de proteccion enzimaticos y no

enzimaticos que atrapan e inactivan eficientemente las especies activas de
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oxigeno (EAO) (Pastori y Foyer, 2002). El sistema antioxidante de las plantas
consiste de enzimas (antioxidantes enddgenos), las cuales son capaces de
remover, secuestrar o neutralizar las especies activas de oxigeno como lo son
la catalasa, la superdxido dismutasa y peroxidasa; y de componentes de bajo
peso molecular (péptidos, vitaminas, flavonoides, acidos fendlicos, alcaloides,

etc.) (Benavides, 2002).

Los fitoquimicos son metabolitos secundarios por que no ejercen una
funcién directa en las actividades del organismo vegetal como el crecimiento o
la reproduccién y constituyen numerosos componentes quimicos, como son: los
carotenoides (licopeno, B-caroteno, luteina, etc.), los polifenoles (lignanos,
acidos fendlicos, taninos, flavonoides, etc.). Y no tan solo estas sustancias
poseen propiedades antioxidantes, si no también lo son ciertas vitaminas como

es el casodela C, Ey A (Ibave, 2005).

Licopeno en el fruto de tomate

En el tomate maduro, el carotenoide mayoritario es el licopeno, que lo
contiene aproximadamente en un 83 %, seguido por el B-caroteno con un
porcentaje que oscila entre 3 y 7 %. El licopeno es uno de los primeros
carotenoides que aparecen en la sintesis de este tipo de compuestos,
constituyendo la base molecular para la sintesis de los restantes carotenoides.
El licopeno es un carotenoide de estructura sencilla con una cadena alifatica

formada por cuarenta atomos de carbono, con formula empirica de C4oHss y un
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peso molecular de 537.85, se encuentra en concentraciones de 20 mg Kg™' de
tomate fresco (Jean y Regina, 1990). El contenido de licopeno aumenta con la
maduraciéon del fruto y puede presentar grandes cambios segun la variedad,
condiciones del cultivo y tipo de almacenamiento. De forma general, el
contenido de licopeno es menor en frutos que se recolectan verdes y maduran
en almacén en comparacién con los frutos madurados en planta (Bajaj et al.,

1990).

Licopeno como antioxidante

El licopeno es considerado como un magnifico antioxidante por que reduce
considerablemente el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares,
cancer de prostata, otros estudios sugieren que el licopeno juega un papel
importante en la reduccion del cancer de colén, recto y mama (Di mascto et al.,

1989).

Peroxidasa

Practicamente todas las peroxidasas son hemoproteinas (excepcion
notable es la glutation peroxidasa, que es una selenoproteina) y tienen como
substrato comun el H,O, o perdxido 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 peroxido
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de hidrégeno no es posible la unién del otro sustrato (Foyer et al., 1997).
Respecto a ese otro substrato, su naturaleza y estructura quimica puede ser
muy distinta, tanto si nos referimos a los oxidados "in vivo" como si lo 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 pequena (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 cloroplastos.
Estas enzimas usan el acido ascorbico como substrato 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 aplicacion de
paraquat, acido absisico, sequia y alta temperatura, sugiriendo un papel
importante en la tolerancia al estrés del tipo abiético y xenobiotico (Benavides,
2002). En vegetales, es de destacar a la peroxidasa de rabano, que tiene
grandes aplicaciones en técnicas inmunoquimicas y de diagndstico 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, estd ampliamente distribuida
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en diversos tejidos con fines diferentes, pero relacionados con una funcion

antioxidante (Pastori y Foyer, 2002).

Catalasa

Es una enzima con un grupo prostético hemo que cataliza la dismutacion
del peroxido de hidrégeno 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 foto
respiracion, la B-oxidacién de lipidos en los peroxisomas y el catabolismo de la
purina. Las catalasas son tetrameros de peso molecular mayor a 220,000

(Acevedo y Scandios,1991).
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RESUMEN

Con el propdsito de evaluar el efecto de prohexadiona de calcio (P-Ca) en el
contenido endégeno de giberelinas en apices de tomate saladette
(Lycopersicon esculentum Mill.) y chile pimiento (Capsicum annuum L.), se
aplicaron 3 dosis del retardante (125, 175 y 200 mg-litro™) y un testigo (H,0) en
ambas hortalizas en el estadio de plantula con seis hojas verdaderas. Los
apices se cosecharon los dias 0, 1, 3 y 6 después de haber realizado la
aplicacién de los tratamientos, las muestras se liofilizaron para su analisis en
laboratorio. Se realizaron analisis cuantitativo y cualitativo de giberelinas,

mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas. Se encontré que
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los apices de tomate saladette tratados con P-Ca mostraron un menor
contenido de las giberelinas As y A; a partir del siguiente dia de haberse
aplicado los tratamientos. Esta tendencia fue consistente hasta el sexto dia de
evaluacion. Resultados similares se registraron con los apices de chile pimiento.
Los analisis de cromatografia de gases y espectrometria de masas, permitieron
identificar en apices tratados con P-Ca la giberelina Ay en tomate saladette,
mientras que las giberelinas Ao y Ass estuvieron presentes en chile pimiento. En
los apices testigo de ambas hortalizas, se encontraron las giberelinas A4, As y

As.

Palabras clave adicionales: tomate, chile pimiento, giberelinas, hormonas.
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PROHEXADIONE-CALCIUM DECREASES THE CONTENT OF
ENDOGENOUS GIBBERELLINS IN SHOOT APEX OF TOMATO SALADETTE

AND BELL PEPPER

SUMMARY

This study was conducted with the purpose of learning the effects of
prohexadione-calcium (P-Ca) in the levels of endogenous gibberellins in tomato
saladette (Lycopersicon esculentum Mill.) and bell pepper (Capsicum annuum
L.) shoot apex. Growth retardant was sprayed at three dosages (125, 175 and
200 mg-liter’) in both vegetables crops when six true leaves appeared in
seedlings. A control (H2O) was included in each crop species. Shoots apex was
collected at 0, 1, 3 and 6 days after treatments, and were later lyophilized. Gas
chromatography and mass spectrometry assays was used to determine quantity
and quality of gibberellins. Results showed that tomato saladette apex sprayed
with P-Ca reflected less gibberellins A, and A; from the first day on words after
treatment. This tendency was similar in bell pepper samples. The GCMS
analysis allowed to identify gibberellin Ay in tomato, and gibberellins Ay and Ass
in bell pepper samples from P-Ca treated plants. The gibberellins A4, A4 and A7

were detected in control samples.

Additional key words: tomato, bell pepper, gibberellins, hormones
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INTRODUCCION

Las hortalizas contribuyen solidamente en la economia de México, ya que se
siembran 512, 000 ha de las que se obtienen 8 millones de toneladas. Las
exportaciones de estas con volumenes cercanos a las 600 mil toneladas
anuales (Siap, 2000), tienen su destino principal a Estados Unidos y Canada.
Debido a la diversidad de microclimas y tipos de suelos que se tienen en
nuestro pais, es posible producir hortalizas como tomate y chile durante todo el
ano, que son productos de mayor consumo a nivel nacional al igual que en

otros paises.

De los doce productos horticolas principales en México, se cosechan 2.14
millones de toneladas de tomate y 1.85 millones de toneladas de chile (Infoagro,
2002a y b). Debido a la importancia de estas hortalizas es necesario generar
continuamente nuevas formas de manejo de los cultivos para eficientar los
rendimientos y ofrecer calidad en los productos. En la actualidad las hormonas
vegetales o biorreguladores ofrecen una magnifica oportunidad para mejorar los
sistemas de produccion horticolas. El uso de estas substancias tiene la ventaja
de producir efectos que no son permanentes y por lo tanto, de ser modificados

de acuerdo a las necesidades del horticultor (Ramirez, 2003).

Los retardantes de crecimiento de las plantas retrazan la division y elongacién
celular en tejidos de brotes, regulando de esta forma la altura de las plantas, de
manera fisiolégica, sin provocar malformaciones en las hojas o los tallos

(Weaver, 1996; Rademacher, 2000).
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En tomate se han utilizado productos como daminozida y clormequat con accién
en la inhibicidn de la biosintesis de giberelinas otorgando un porte bajo a las
plantas (Rojas y Ramirez, 1987). Sin embargo, Owens y Stover (1999)
mencionan que estos productos ademas del paclobutrazol tienen la desventaja
de prolongar su persistencia en las plantas, tienen propiedades toxicoldgicas y

SU USO es preocupante.

Prohexadiona de calcio (P-Ca) podria representar una interesante herramienta
complementaria para las practicas culturales y el material genético usado para
conseguir y mantener un equilibrio vegetativo-reproductivo en cultivos horticolas
(Costa et al., 2004). Ya que se asume que reduce la elongacién celular,
teniendo como efecto una reduccion de la estructura morfolégica de las plantas
(Grossmann et al., 1987) siendo antagonista de las giberelinas y auxinas que
son las hormonas vegetales primarias responsables del crecimiento vegetativo

(Rademacher, 2000).

Por lo anteriormente expuesto, se tiene como objetivo determinar e identificar el
contenido de giberelinas enddgenas en apices de tomate saladette y chile

pimiento al aplicar prohexadiona de calcio.
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MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevdo a cabo en Buenavista, Saltillo, Coahuila,
México, a 25° 23" latitud Norte y 101° 01" longitud Oeste, con una altitud de

1743 m.

Se sembraron semillas de chile pimiento (Capsicun annuum L.) var. Capistrand
y tomate saladette (Lycopersicon esculentum Mill.) var. Rio Grande (crecimiento
determinado), ambas en charolas de poliestireno de 200 cavidades cada una,
utilizando como sustrato peat moss. La siembra se realizdé el 20 de junio de
2005 situando el material de germinacién en un invernadero. Se usaron cuatro
tratamientos a dosis de O (testigo), 125, 175 y 200 mg-litro” de P-Ca. Los
tratamientos se aplicaron mediante aspersion el dia 25 de junio en las primeras
horas de la mafiana, cuando las plantulas tenian 6 hojas verdaderas. Las
plantas fueron muestreadas los dias 0, 1, 3 y 6 después de la aplicacién de los

tratamientos.

En cada muestreo se cosecharon cinco apices de ambas hortalizas por cada
tratamiento. Las muestras fueron envueltas en papel aluminio, selladas y
perfectamente identificadas, se colocaron en hielo y se transportaron al
laboratorio para mantenerlas a una temperatura de —25 °C hasta su posterior
liofilizacion antes de su analisis de giberelinas. Se empledé un disefio
completamente al azar con los cuatro tratamientos anteriormente referidos con
tres repeticiones. Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa

estadistico SAS para Windows version 8.1 para obtener el analisis de varianza
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y comparaciéon de medias mediante la prueba de DMS (P < 0.01) y fueron

graficados con el programa Minitab version 14.
Analisis de giberelinas
Andlisis cuantitativo

Se utilizé una muestra consistente de 1 g de peso seco; se colocé en un matraz
Erlen Meyer al cual se le agregaron 50 ml de metanol (80 %). Las muestras
obtenidas se conservaron durante 24 h en congelacion (-15 °C). Posteriormente
se filtraron en papel Wathman #1 a temperatura de 24 °C. Esta actividad se
repitid con el filtrado en dos ocasiones con igual cantidad de metanol (100 %)
cada 4 h a la misma temperatura, los tres filtrados integrados en un matraz bola
de 250 ml fueron evaporados a temperatura de 50 °C para separar la muestra
del metanol utilizando un equipo de evaporacion rotativa con bano maria.
Enseguida se procedié a la purificacibn de las muestras a través de la
separacion de impurezas, empleando capsulas de Sep Pack C18 para
separaciéon rapida de hormonas a base de silica gel. Lo anterior se realizd
utilizando la técnica reportada por Ramirez et al. (2001). Enseguida, las
muestras se sometieron a cromatografia de capa fina (CCF) utilizando silica gel
GF254, y como solventes separadores isopropanol-amoniaco-agua (10:1:1)
(viviv) durante 4 h, a temperatura de 20 °C. Como referencia se utilizo
giberelina A4z la cual se localizé en los Rf 0.5-0.7 con luz ultravioleta. Al
terminar este tiempo, las giberelinas en los Rf de cada muestra, fueron
separadas y acondicionadas para su medicion analitica (Stephan et al., 1998).

Cada muestra purificada fue metilada con diazometano preparado in situ y el
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contenido de giberelinas fue analizado al inyectarse 0.1 ml de la solucion a un
cromatoégrafo liquido de alta presicion modelo Finnigan TSQ 7000 equipado con
nitrogeno como gas y una columna Ultrasep Es 100 RP-18 de 1 m de largo por
0.43 mm de diametro interno y empacada con acetonitrilo: agua conteniendo
0.2 % de acido acético en proporcion 50:50 (v:v) con un flujo de 70 pl'min™. La
giberelina A4z fue utilizada como referencia analitica durante el programa de
corridas por determinacién cuantitativa de las giberelinas presentes en el tejido
estudiado a través de la generacion de la curva de calibracion correspondiente,
utilizando también 0.1 ml a concentraciones de 1, 10 y 100 ng de AGy47 diluidos

en acetona-metanol (50:50) (v:v).
Analisis cualitativo

Las muestras de CCF con mayor contenido de giberelinas fueron preparadas
para identificar el tipo de giberelinas presentes, utilizando la técnica de
cromatografia de gases (CG) y espectometria de masas (EM). Un gramo de
peso seco de la muestra referida fue disuelta en 0.1 ml de acetona (98 %)-
metanol (98 %) en la proporcion 50:50 (v:v) y metilado con diazometano. Una
proporcion del extracto metilado fue disuelto en 0.1 ml de piridina y tratado con
0.1 ml de trimetil clorosilano y hexametildisilazano. Las alicuotas fueron
examinadas con un separador de membrana de silicon Pye 104 CLC acoplado
a un espectrometro de masas AEl MS30. En este equipo se instalaron
columnas de vidrio salinizadas (213 x 0.2 cm) con 2 % de Se-33, en 88-100 de
gas chorm Q. La proporcion de flujo fue de 25 mI'min™ y la temperatura de la

columna fue programada entre 180 a 280 °C a 2 °C'min™". La espectrometria de
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masas fue determinada a 24 eV en una fuente de temperatura de 190 °C y una
velocidad de busqueda de 6.5 s por década de masas. El espectro fue
registrado por una computadora Dec Lin 8. La identificacion fue conducida por
la comparacion del indice retencion kovats (KRI) y el espectro de
espectrometria de masas de sus metil ester trimetilsilil éter con sus derivados

de las muestras originales.

RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido de giberelinas en apices de tomate saladette var. Rio Grande y
chile pimiento var. Capistrand se muestran en las Figuras 1 y 2
respectivamente. Se observa entre los testigos de estas especies, que el
tomate saladette siempre muestra un mayor contenido de giberelinas
biolégicamente activas comparandolo con el chile pimiento (P<0.01). Esta
mayor concentracién de giberelinas de acuerdo con Nakayama et al. (1992) se

veria reflejado en un mayor crecimiento de la especie.

En los apices de tomate saladette del primer muestreo, realizado
inmediatamente después de la aplicacion del tratamiento, no se encontrd
diferencia significativa entre tratamientos con un coeficiente de variacion (CV)
de 3.3 %, sin embargo el testigo presento el nivel mas alto de giberelinas siendo
de 41.3 ng AG47'g"' de peso seco; mientras que los apices tratados con 200

mg-litro™ de P-Ca presentaron un valor de 39.3 ng AG47'g” de peso seco.
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Figura 1. Contenido enddgeno de giberelinas en apices de tomate saladette

var. Rio Grande a diferentes dias después de la aplicacion de P-Ca. Con prueba

DMS a una P< 0.01. NS = no significativo, ** = altamente significativo.

Los tratamientos presentaron una diferencia altamente significativa (P<0.01) en
el muestreo del primer dia después de la aplicacion de P-Ca con un CV de 2.1
%, donde los niveles de giberelinas en los apices tratados con P-Ca fueron
menores en comparacion al testigo. El nivel mas bajo de giberelinas se
presentd al aplicar 200 mg-litro’ de P-Ca, seguido de las dosis 175 y 125
mg-litro™” de P-Ca, y por ultimo el testigo, cuyos valores fueron de 41.3, 44.0,
46.3 y 49.0 ng AG47g" de peso seco respectivamente. Los valores del dia 3
mostraron un CV de 3.1 % y una diferencia altamente significativa (P<0.01) en
los niveles de giberelinas de cada tratamiento, nuevamente los 4pices con

aplicaciones de P-Ca presentaron niveles de giberelinas mas bajos que el
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testigo. El tratamiento que presento los niveles mas bajos de giberelinas, fue la
aplicaciéon de 200 mg-litro™”" de P-Ca que presenté un valor de 46.3 ng AG4-g”

de peso seco.
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Dias después de la aplicacion.
Figura 2. Contenido enddgeno de giberelinas en apices de chile pimiento

var. Capistrand a diferentes dias después de la aplicacién de P-Ca. Con prueba

DMS a una P<0.01. NS = no significativo, ** = altamente significativo.

Los niveles de giberelinas en el tomate saladette aumentan conforme se
desarrolla la planta sin embargo los tratamientos con prohexadiona de calcio
mantienen sus niveles de giberelinas por debajo de los que presenta el testigo.
En el muestreo del dia 6 después de la aplicacion de los tratamientos se
presenta una diferencia altamente significativa (P<0.01), y un CV de 2.1 %. El
testigo presentd niveles altos en comparacion a los tratamientos con P-Ca. La

aplicaciéon de 200 mg-litro” de P-Ca origind un valor de 48.7 ng AGu7g" de
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peso seco; mientras que el testigo mostré un valor de 67.0 ng AG47-g” de peso

seco (Figura 1).

Los resultados en los muestreos de los apices de chile pimiento, fueron
similares a los de tomate saladette (Figura 2). El primer muestreo de apices
realizado después de la aplicacion de P-Ca, no mostré diferencia entre
tratamientos y presenté un CV de 6.9 %, determinando 38.0 ng AG47-g" de

peso seco para 175 mglitro™ de P-Ca y el testigo.

Un dia después de la aplicacion de P-Ca los apices seleccionados mostraron un
CV de 29 % y una diferencia altamente significativa entre tratamientos
(P<0.01), donde la aplicacién de 200 mg-litto” de P-Ca presenté 43.7 ng
AG47g' de peso seco y el testigo 49.3 ng AGurg' de peso seco,
correspondientes al menor y mayor nivel de giberelinas respectivamente. En la
colecta del dia 3, los apices de chile pimiento tratados con P-Ca mantenian sus
niveles de giberelinas por debajo del testigo, mostrando también una diferencia
altamente significativa entre los tratamientos (P<0.01) con un CV de 2.4 %. El
menor nivel lo presentaron los apices tratados con 200 mg-Iitro'1 de P-Ca con
un valor de 46.3 ng AG47'g" de peso seco. Los apices muestreados el dia 6
también presentaron diferencia altamente significativa (P<0.01) con un CV de

3.4 %.

Los andlisis de cromatografia de gases y espectrometria de masas, en apices
tratados con P-Ca, permitieron identificar AG,, en tomate saladette (Cuadro 1)
y AGy y AGssz en chile pimiento (Cuadro 2). En apices testigo de ambas

hortalizas, se encontraron las giberelinas A1, A4 y A7 (Cuadros 1y 2).
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Cuadro 1. Giberelinas presentes en apices de tomate saladette var. Rio
Grande. Las giberelinas fueron identificadas con cromatografia de gases y

espectrometria de masas.

Giberelinas KRI * lones principales e intensidad relativa
Testigo

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

AG,4 2488 [418(21), 403(2), 400(12), 386(25), 284(100)]
AG; 2416 [416(10), 193(12), 179(5), 155(13)]

Prohexadiona de calcio

AGao 2468  [418(100), 403(17), 387(6), 375(82), 359(19)]

“Indice de retencién Kovats.

Ciertos reguladores del crecimiento comerciales que inhiben la elongacién del
tallo y causan atrofia general tienen este efecto debido en parte a que inhiben la
sintesis de giberelinas (Salisbury y Ross, 1994). Prohexadiona de calcio inhibe
la biosintesis de crecimiento activada por giberelinas (Evans et al., 1999), esto
corresponde a los resultados obtenidos en los niveles endogenos de giberelinas
que presentaron los apices de tomate saladette y chile pimiento tratados con P-

Ca.
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Cuadro 2. Giberelinas presentes en apices de chile pimiento var.
Capistrand. Las giberelinas fueron identificadas con cromatografia de

gases y espectrometria de masas.

Giberelinas KRI* lones principales e intensidad relativa
Testigo

AG1 2651 [506(100), 448(14), 377(15), 375(18)]

AG4 2488 [418(21), 403(2), 400(12), 386(25), 284(100)]
AG; 2416 [416(10), 193(12), 179(5), 155(13)]

Prohexadiona de calcio
AGyg 2468 [418(100), 403(17), 387(6), 375(82), 359(19)]

AGs3 2813 [448(45), 251(29), 208(92), 193(22)]

“Indice de retencion Kovats.

No existi6 diferencia en los niveles de giberelinas en apices de tomate saladette
y chile pimiento muestreados inmediatamente después de la aplicacion de los
tratamientos (Figuras 1 y 2). Esto pudo deberse a lo mencionado por Evans et
al. (1999), ya que para una maxima absorcion en el follaje, en manzano, P-Ca

requiere un minimo de 8 h.

Ramirez et al. (2005), al aplicar diferentes dosis de P-Ca en tomate saladette de
crecimiento determinado e indeterminado redujo los niveles de giberelinas en
meristemos apicales, esto fundamenta el por que los apices tratados con P-Ca

registraron niveles de giberelinas menores a los registrados por el testigo.

En el presente experimento los niveles de giberelinas de apices tratados con P-

Ca aumentan al transcurrir los dias, siempre por debajo de los niveles
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presentados por el testigo (Figuras 1 y 2), debido a que el crecimiento de las
plantas tratadas con retardantes del crecimiento no se suprime por completo
(Weaver, 1996; Sirvastava, 2001; Jankiewiez, 2003). Resultados similares en
diferentes cultivos se han obtenido con otros retardantes del crecimiento como
clormequat y paclobutrazol, presentando ambos una prolongada persistencia
ademas de poseer propiedades toxicologicas (Owens y Stovers, 1999). En
contraste, P-Ca se degrada en las plantas en un tiempo medio de pocas

semanas de vida (Evans et al., 1999).

Ramirez et al. (2005), encontraron AG, y AGy (giberelinas biolégicamente
inactivas) en apices de tomate saladette de crecimiento determinado e
indeterminado tratados con P-Ca. La aplicacién de P-Ca reduce los niveles de
AG, (altamente activa) y causa acumulacién de su inmediato precursor, AGy
(inactivo) (Nakayama et al., 1990; Junttila et al., 1991; Nakayama et al., 1992;
Evans et al., 1999). Esto coincide con los resultados obtenidos en el presente
experimento (Cuadros 1 y 2), ya que ademas de encontrar AGy, en los apices
de tomate saladette y chile pimiento tratados con P-Ca, también se presentd en
chile pimiento AGs3, ésta es, segun Weaver (1996), también una giberelina
biolégicamente inactiva. La presencia de AG4 en el testigo esta bien sustentada,
debido a que hay suficiente evidencia que indica que esta es una de las
principales giberelinas necesarias para la elongacién del tomate y otras

especies (Graebe, 1987; Salisbury y Ross, 1994; Sirvastava, 2001).

Nakayama et al. (1992) al aplicar P-Ca en arroz en su estadio fenolégico de

cuatro hojas verdaderas y cosechar los brotes a los dias 5y 12 después de la
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aplicaciéon, encontraron una disminucion significativa en los niveles de AG, del
36 y 18 % respectivamente. Los niveles de AG19 y AGy se incrementaron, pero
los niveles de AGs3; se mantuvieron estables en las plantas tratadas reduciendo
el crecimiento en un 78 y 66 % respectivamente con referencia a las plantas

testigo.

Estos resultados sugieren que el mecanismo principal de accion de P-Ca in vivo
es la inhibicion de la 3B-hidroxilacién de AGyy a AGs (Rademacher, 1993) y
soporta la hipotesis que AG4, no AGyg ni AGy es activa en promover la
elongacion de los brotes en arroz. (Nakayama et al.,, 1990; Nakayama et al.,

1992).

Ramirez et al. (2006) al aplicar 250 mg-litro” de P-Ca en brotes nuevos de
manzano encontraron que disminuia de manera significativa el contenido de
giberelinas a partir del dia 2 de muestreo hasta el dia 17; posteriormente, el

contenido de giberelinas en brotes tratados fueron superiores al testigo.

CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos y bajo las condiciones en que se realizo el

trabajo experimental, se concluye lo siguiente:

Prohexadiona de calcio aplicado a dosis de 125, 175 y 200 mg-litro™ origina lo

siguiente en apices de brotes:
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En tomate saladette disminuye el contenido de giberelinas As y A7, y se

presenta la giberelina Ax.

En chile pimiento disminuye el contenido de As y A7, y se presentan las

giberelinas Az y Asa.
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RESUMEN

Con el propdsito de conocer los efectos de prohexadiona de calcio (P-Ca) en
parametros vegetativos, reproductivos y postcosecha en plantas y frutos de
tomate bola variedad Floradade, se evaluaron plantas tratadas con tres dosis
del retardante (125, 175 y 200 mg-litro™) y un testigo, con una y dos
aplicaciones. La primera aplicacion se realizé cuando las plantas presentaban
primordios florales, y la segunda aplicacién 15 dias después. La altura de la
planta se redujo notablemente con las aplicaciones de P-Ca, mostrando una
marcada reduccion en la altura conforme se incrementa la dosis. P-Ca
incrementd el numero de racimos y frutos por planta. La presién en el fruto se
incrementd por efecto del retardante. EI numero de flores, porcentaje de fruto
cuajado, diametro del tallo, numero de entrenudos, produccion por planta y el

radio del fruto no mostraron un efecto ante las aplicaciones de P-Ca. El peso
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fresco y seco de la planta, el peso y los solidos solubles totales del fruto se
redujeron por efecto de P-Ca.

Palabras clave adicionales: Lycopersicon esculentum Mill., crecimiento
vegetativo, crecimiento reproductivo, calidad del fruto, produccion, retardante

del crecimiento.

VEGETATIVE, REPRODUCTIVE AND POSTHARVESTS RESPONSE OF THE

TOMATO TO PROHEXADIONE-CALCIUM

SUMMARY

The study was conducted with the purpose of learning the effects of
prohexadione-ca (P-Ca) on vegetative, reproductive and postharvests
parameters in plants and fruit of tomato Floradade. The growth retardant was
sprayed to experimental plants in one or/and in two occasions. The first
application was done when plants had reached 50% blossom; whereas, the
second one was performed two weeks after. The concentration dosages of P-Ca
were control , 125, 175 and 200 mg-liter". The height of the plant was reduced
remarkably with the applications of P-Ca, showing a noticeable reduction in the
height as the dosage is increased. P-Ca increased the number of clusters and
fruits by plant. The firmness in the fruit was increased by effect of the retardant.
The number of flowers, percentage of fruit set, diameter of the stem, number of

knots, yield by plant and the radius of the fruit did not show an effect before the
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applications of P-Ca. The fresh and dry weight of the plant, the total soluble
solids and weight of the fruit were reduced by effect of P-Ca.
Additional key words: Lycopersicon esculentum Mill., vegetative growth,

reproductive growth, fruit quality, production, growth retardant.

INTRODUCCION

El empleo adecuado de las hormonas vegetales o biorreguladores en la
produccion horticola ha tomado un gran auge en la actualidad, ya que poseen la
cualidad de modificar la accion de los genes (Ramirez, 2003), lo que permite
cambiar los esquemas de desarrollo y adaptacion al ambiente. EI empleo de
estas sustancias tienen la ventaja de producir efectos que no son permanentes
y por lo tanto de ser modificados de acuerdo a las necesidades del horticultor
(Ramirez, 2003).

En tomate, una de las caracteristicas que mas se ha buscado modificar en su
desarrollo es la altura, con ello seria posible tener plantas de menor altura y
mas compactas, lo que permitiria sembrar o plantar con mayor densidad y
menor acame (Weaver, 1996). Para tal fin, en la década de los ochenta se
emplearon daminozida y clormequat, ambos biorreguladores del grupo de los
retardantes del crecimiento cuyo mecanismo principal es inhibir la biosintesis de
giberelinas biolégicamente activas (Rademacher, 1993; Rademacher, 2000).
Con daminozida se logra el objetivo de plantas de menor altura, pero requiere
de aplicaciones repetidas y esto provoca caida de flores, por lo cual se ha

abandonado esta practica (Meintjes et al., 2005). En cambio, el empleo de
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clormequat no provoca caida de flores y produce plantas de porte bajo y
compactas, resistente al estrés del transplante, pero presenta el inconveniente
de su alta residualidad en los tejidos vegetales, provocando su rechazo en la
actualidad (Owens y Stover, 1999).

Una alternativa viable es sin lugar a dudas, el retardante del crecimiento
vegetal, Prohexadiona de Calcio (Calcio-3-oxido-5-oxo-3-ciclohexano-
carbocilato) cuya eficacia ya ha sido comprobada en varios paises de la Unién
Europea, Japon y Estados Unidos de América (Evans et al., 1999), en una
gama amplia de cultivos como arroz, cacahuate, uvas, peras, manzanas,
pastos, etc. (Miyazawa et al., 1991; Nakayama et al., 1992; Grossman et al.,
1994; Lee et al., 1998; Unrath, 1999; Jordan et al., 2001; Lo Giudice et al.,
2003; Maas, 2005). Su accién primaria es inhibir la biosintesis de giberelinas
(Evans et al.,, 1999; Rademacher, 2000) acortando los entrenudos del
crecimiento nuevo en las especies frutales (Lo Giudice et al., 2004), permitiendo
una mayor y mejor penetracion de la luz solar en el dosel (Byers y Yoder, 1999;
Costa et al., 2004; Lo Giudice et al., 2004), contribuyendo a un incremento en la
produccion de fotoasimilados y en la produccion (Marcelis et al., 1998). En
caracteristicas de calidad del fruto, impacta en forma positiva incrementando el
color (Byers y Yoder, 1999; Greene, 1999; Lo Giudice et al., 2003), el aroma
(Disegna et al., 2006), la resistencia a la penetracion y disminuyendo la
cantidad de sodlidos solubles(Greene, 1999; Ramirez et al., 2003; Ramirez et al.,
2005).

Sin embargo, han sido pocas las investigaciones de este revolucionario

producto en el cultivo del tomate (Yamaiji et al., 1991;Ramirez et al., 2005). Con
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base a lo anterior la presente investigacion se realizd con el objetivo de evaluar
los efectos de prohexadiona de calcio en parametros vegetativos, reproductivos,

y postcosecha en plantas y frutos de tomate bola variedad Floradade.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevé a cabo en la localidad de Buenavista, Saltillo,
Coahuila, México. Con coordenadas de 25° 23 latitud Norte y 101° 01" longitud
Oeste, a una altura de 1743 metros sobre el nivel del mar. Se sembraron
semillas de tomate bola (Lycopersicon esculentum Mill.) variedad Floradade, en
una charola de poliestireno de 200 cavidades y se empleo como sustrato peat
moss. La siembra se realizé el 28 de Julio de 2005. EI material de germinacion
se situd en un invernadero. Posteriormente el transplante se realizé el 20 de
Septiembre de 2005 cuando las plantulas se encontraban en su estadio
fenolégico de 6 hojas verdaderas, el sustrato empleado para el transplante
consistié en una mezcla de peat moss, perlita y vermiculita en las proporciones
de 4:2:1 en base volumen, las macetas empleadas fueron de polietileno negro
con una capacidad de 18 litros. Las macetas fueron colocadas dentro de un
invernadero, de tal forma que se tuvo una densidad de ocho plantas m™. El
cultivo fue conducido hasta su cosecha con el paquete tecnoldgico propuesto
para la region. El ensayo se llevo a cabo durante el periodo de agosto de 2005
a febrero de 2006.

Se emplearon ocho tratamientos, tres dosis de Prohexadiona de calcio y un

testigo con una aplicacién (1X) y dos aplicaciones (2X). La primera aplicacion
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de los tratamientos mediante aspersion foliar se realizé el dia 28 de Octubre de
2005 cuando las plantas presentaban primordios florales y la segunda
aplicacion dos semanas después. Ambas aplicaciones se realizaron en las
primeras horas del dia, para favorecer un secado lento.

Parametros vegetativos y reproductivos

Las evaluaciones se iniciaron el dia 25 de noviembre de 2005 con el conteo del
numero de flores y racimos por planta. El dia 14 de diciembre se cuantifico el
numero de frutos cuajados. Se evalud altura de la planta, diametro del tallo y
numero de entrenudos al finalizar el ciclo de cultivo. La altura de la planta se
determiné midiendo desde el cuello de la raiz hasta la punta del apice central
con una cinta métrica flexible escala 0 a 150 cm con una resolucién milimétrica.
El diametro del tallo se cuantificd con un vernier modelo Effegi escala 0 a 12 cm
con una resolucion de décima de mm entre el cuello de la raiz y el primer nudo.
Se contabilizé el numero de nudos en el tallo principal de la planta.
Posteriormente, se procedié a determinar el peso fresco y seco de la parte
aérea y raiz. El peso fresco se cuantific6 en las primeras horas del dia
empleando una bascula Ohaus modelo 3729 con capacidad maxima de 2610
gramos Y resolucion de 0.1 gramos. Después de pesar el érgano (parte aérea o
raiz) se colocd dentro de bolsas de papel plenamente identificados con el
numero de tratamiento, repeticion y érgano correspondiente. Al terminar este
proceso las muestras fueron secadas en un horno Lindberg / blue® modelo

Nave Gravity Oven con capacidad para mantener una temperatura de 4 °C
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hasta 260 °C. Las plantas se mantuvieron a 65 °C por espacio de 48 horas
continuas para su secado total. Al cumplirse el periodo, se obtuvo el peso seco.
Postcosecha

La cosecha de frutos se llevd a cabo en el estadio de hombros verdes,
cosechando los frutos por la manana. Se evalu6 en ellos el diametro polar (cm),
diametro ecuatorial (cm), radio del fruto (diametro polar / didmetro ecuatorial),
peso del fruto (g), la resistencia a la penetracién (kg cm™) y los sélidos solubles
totales (° B). Se utilizaron para este propdsito un vernier modelo Effegi escala 0
a 12 centimetros y una resolucion de décima de mm, una bascula Ohaus
modelo Scout de capacidad maxima de 600 g con resolucion de 0.1 gramos, un
penetrometro “Fruit pressure tester” modelo FT327 de capacidad maxima de 12
kg con resolucién de décima de kilogramo y un refractdmetro éptico manual

Modelo ATC-1, escala 0 a 32 % ° Brix.

RESULTADOS Y DISCUSION

Pardmetros vegetativos-reproductivos

El numero de racimos por planta mostré una diferencia significativa (P<0.05) en
donde la concentracién de 175 mg-litro™' de P-Ca con dos aplicaciones registrd
el mayor numero de racimos por planta con un incremento del 32% con
respecto al testigo (Cuadro 1).

Los demas tratamientos fueron estadisticamente iguales, este resultado

concuerda con lo reportado por Ramirez et al. (2005), donde con una sola
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aplicacién de 250 mglitro™" del retardante encontraron un incremento en el
numero de racimos por planta. Mientras que, Panelo et al. (1992) no detectaron
diferencia en el numero de racimos por planta al aplicar dos retardantes del
crecimiento a tres dosis, las aplicaciones se realizaron a plantas de tomate de
crecimiento indeterminado en estadio de plantula. El incremento podria
explicarse como un efecto aditivo de la segunda aplicacion lo que originé dichos
resultados.

En el numero de flores por planta no se registraron diferencias entre los
tratamientos (Cuadro 1). Esto concuerda con lo reportado por Panelo et al.
(1992) quienes tampoco encontraron diferencias en el numero de flores por
planta al aplicar CCC y DPC a dosis de 2500, 5000 y 10000 partes por millén,
pero en experiencias con otros retardantes del crecimiento en tomate (Lopez et
al., 2002) al emplear alar demostraron su efecto en el incremento en el numero
de flores.

Por otra parte, Asin et al. (2005), igualmente incrementaron el numero de flores
en peral al emplear P-Ca. Estos resultados podrian deberse al estadio
fenoldgico de aplicacion del retardante, ya que las aplicaciones hechas en el
ensayo fueron tardias para impactar en la floracién de la planta de tomate. El
numero de aplicaciones presentd una diferencia altamente significativa (P<0.01)
al cuantificar el numero de frutos por planta (Cuadro 1), puesto que dos
aplicaciones increment6 la cantidad de frutos por planta con respecto a una sola

aplicacion de las diferentes concentraciones empleadas de P-Ca.
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Cuadro 1. Efecto de prohexadiona de calcio sobre parametros vegetativos y

reproductivos en plantas de tomate bola variedad Floradade.

Planta®
Tratamientos R FINS Fr CF™® DTV ENS
(No.) (No.) (No.) (%) (mm) (No.)
Testigo 1X 400 2343  13.14 72.32 1313  11.00

+0.21b +2.05 +1.24ab  +3.67 +0.38 +0.00
Testigo 2X 3.57 2243 16.86 77.05 12.67 11.14
+0.20b +1.58 +1.28ab  £1.80 +0.37 +0.14
125 mg-litro” 1X 414 2557 10.29 80.98 12.94 11.29
+0.34b *2.41 +2.57b +3.85 +0.44 +0.48
125 mg-litro™ 2X 414 2514 15.29 7226  12.53 11.00
+0.40b +2.34 +1.77ab  £3.09 +0.59 +0.00
175 mg-litro” 1X 414  21.29 14.85 67.81 12.39 11.57
+0.40b +2.04 +1.34ab  £3.80 +0.42 +0.29
175 mg-litro” 2X 528 25.14 19.42 73.86  13.37 11.00
+0.35a +1.58 +1.57a 447  +0.32 +0.21
200 mg:-litro™ 1X 414 21.71 13.14 67.45 12.62 11.00
+0.26b +1.37 +1.65ab  £3.70 +0.26 +0.00
200 mg:litro™ 2X 400 2286 18.14 68.18  12.46 11.00

+0.21b +0.46 +0.42a +1.80 +0.29 +0.21

“ Cada valor representa la media de siete repeticiones * error estandar.
NS No significativo, |, ~ Significativo a una P < 0.05 y 0.01 de Duncan respectivamente.

R = Racimos, FI = Flores, Fr = Frutos, CF = Cuajado de fruto, DT = Diametro del tallo, E = Entrenudos.

El incremento fue de 48, 31 y 38 % correspondientes a las dosis de 125, 175y

200 mg-litro'1 respectivamente, esto sugiere que aplicaciones repetidas de P-Ca
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son capaces de incrementar la cantidad de frutos por planta en tomate. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Meintjes et al. (2005) en pera y
Ramirez et al. (2005) en tomate.

El cuajado de fruto no muestra diferencia estadistica, con valores que oscilan
de 65 a 80 %, no posee una tendencia clara ante el efecto de P-Ca sobre el
cuajado de fruta en plantas de tomate bola variedad Floradade.

El diametro del tallo no exhibié diferencias significativas en su interaccion y sus
efectos simples (Cuadro 1), sin embargo, existe una tendencia clara en las
plantas tratadas con P-Ca en poseer un diametro mayor con respecto a las
plantas testigo. Este resultado puede atribuirse al estadio fenolégico de
aplicacion de P-Ca, puesto que Ramirez et al. (2005) realizaron sus
aplicaciones cuando las plantas se encontraban en una etapa aun juvenil, no
asi para este experimento, en donde las aplicaciones se realizaron al inicio de
floracién, impactando en la altura de la planta pero no en el grosor del tallo.
Caso contrario a lo reportado por Ramirez et al. (2005) en plantas de tomate de
crecimiento indeterminado y determinado tratadas con P-Ca en donde
encontraron diferencias entre los tratamientos. Resultados similares reportan
Byers y Yoder (1999) y Byers et al. (2004) en arboles de manzano, los cuales
disminuyeron significativamente su diametro de tallo. Silva et al. (2001)
reportaron decrementos en el diametro del tallo de girasol al emplear cycocel y
aumentos significativos en este mismo parametro al emplear paclobutrazol. No
existe una tendencia consistente en el diametro del tallo al emplear retardantes

del crecimiento.
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El nimero de nudos por planta (Cuadro 1) es un parametro que
estadisticamente muestra igualdad entre los diversos tratamientos. Ramirez et
al. (2005), reportaron un incremento significativo en el numero de nudos por
planta al realizar aplicaciones de 175 y 250 mg-litro™' de P-Ca. Es posible que el
estadio fenolégico diferente en el que se aplicé y las variedades hayan influido.
Byers y Yoder (1999), reportaron disminucion significativa en el crecimiento
vegetativo del manzano al realizar la primera aplicacién cuando el brote habia
alcanzado 5 centimetros del crecimiento nuevo y una segunda aplicacion a los
15 dias después. Por su parte, Lo Giudice et al. (2003), reportaron que al
emplear P-Ca en vifiedos, estos mostraron decrementos significativos en la
longitud del entrenudo y el numero de nudos con respecto al testigo.

La Figura 1 muestra los efectos de prohexadiona de calcio (P-Ca) sobre la
altura en las plantas de tomate variedad Floradade cultivadas bajo invernadero.
El P-Ca origind una reduccion significativa (P<0.01) en la altura de la planta al
momento de su evaluacién a dosis de 125, 175 y 200 mg-litro™". Las plantas
tratadas con P-Ca con una y dos aplicaciones mostraron una menor altura
hasta el momento de su cosecha. La concentraciéon de 200 mg-litro™" mostrd las
plantas mas compactas con una disminucion del 15 % de altura con respecto al
testigo.

Las aplicaciones de 125 y 175 mglitro” de P-Ca disminuyeron la altura de la
planta en un 7 y 9 % respectivamente con respecto al testigo, difiriendo
estadisticamente de esté, sin embargo, no existié diferencia estadistica entre

estos dos tratamientos de P-Ca.
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Figura 1. Altura de la planta de tomate variedad Floradade después de ser
tratada con prohexadiona de calcio. Cada punto representa el promedio de

siete repeticiones % error estandar. Con prueba de Duncan P<0.01.

El numero de aplicaciones del retardante del crecimiento no fue significativo
para la altura de planta, lo cual significa que una o dos aplicaciones de las
diferentes dosis empleadas de P-Ca poseen efectos similares.

A pesar de esto, se aprecia una diferencia numérica en cuanto al numero de
aplicaciones, impactando de forma negativa a la altura de la planta las dosis del
retardante empleadas y el numero de aplicaciones. El efecto observado de P-
Ca en la altura de plantas de tomate variedad Floradade concuerda con lo
reportado por Miyazawa et al. (1991) en pasto turfgrass; Nakayama et al. (1990)
y Nakayama et al. (1992) en arroz; Yamaji et al. (1991) y Ramirez et al. (2005)

en tomate; Grossman et al. (1994) en trigo y colza; Lee et al. (1998) en sorgo de
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grano; Byers y Yoder (1999), Greene (1999) y Ramirez et al. (2003) en
manzano; Jordan et al. (2001) y Beam et al. (2002) en cacahuate; Lo Giudice et
al. (2003) y Lo Giudice et al. (2004) en uvas; Costa et al. (2004) en peras.
Todos ellos reportaron disminucidon en la altura de sus respectivos cultivos a
causa del empleo de P-Ca.

El peso fresco de la planta de tomate muestra diferencias altamente
significativas (P<0.01), donde la dosis de 200 mg-litro™”' de P-Ca con una y dos
aplicaciones present6é el mayor peso fresco; las plantas testigo y las tratadas
con 175 mg-litro”’ de P-Ca no mostraron diferencias estadisticas entre ellas. El
mayor peso fresco se registrd en las plantas tratadas con 125 mglitro™ de P-Ca
con una aplicacion. Resultados similares se registraron con el peso seco de la
planta (Cuadro 2).

En el peso aéreo fresco, el P-Ca en 125 mg-litro” con una sola aplicacion
incrementd hasta en un 15 % esta variable con respecto a las plantas testigo,
mostrando una diferencia altamente significativa (P<0.01). La dosis 200 mg-litro’
' de P-Ca con dos aplicaciones redujo su peso fresco de la parte aérea en un
27 % con respecto al testigo. El resto de los tratamientos no difirieron
estadisticamente entre ellos. El peso seco aéreo de las plantas testigo y de las
que recibieron 175 mg-litro™ de P-Ca no difieren estadisticamente entre ellas
(Cuadro 2). En cambio, las plantas tratadas con 125 mg-litto’ de P-Ca

mostraron un incremento del 25 % con respecto al testigo.
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Cuadro 2. Efecto de prohexadiona de calcio en la biomasa de plantas de tomate

bola variedad Floradade.

Peso planta” Peso aéreo” Peso raiz*

Tratamientos F S F* S F She
9) 9) (9) (9) @ ()

Testigo 1X 422.50 80.23 393.13 65.71 29.37 14.51

+25.09ab +5.55bc +22.51abc +4.56ab  £3.32b *1.41
Testigo 2X 478.79 85.93 449.30 71.99 29.49 13.94
+37.81ab *2.47abc +37.20ab +2.75ab  +2.36b  £1.09
125 mg-litro'1 1X 522.20 102.43 482.70 84.44 39.50 17.71
+53.27a %£10.12a +53.66a +9.57a t4.41ab +1.98
125 mg-li’[l’o'1 2X 463.71 95.90 406.30 79.42 57.41 16.47
+36.19ab £8.50ab +30.27abc +2.89a +90.06a +1.54
175 mg-Iitro'1 1X 405.87 83.43 374.77 68.90 31.10 14.53
+26.56ab *2.64abc +23.64abc +1.92ab  +2.28b +0.91
175 mg-Iitro'1 2X 390.18 86.20 359.85 72.89 30.33 13.31

+17.16ab *3.54abc +17.08abc +3.64ab  +1.84b  +0.59

200 mg-Iitro'1 1X 358.57 72.34 324.17 58.01 34.40 14.33
+33.00b +5.88c +32.71bc  +4.77b +7.36b +2.25
200 mg-litro'1 2X 340.56 71.75 304.77 58.39 35.79 13.37
+19.02b  £3.19c +16.10c +2.87b +3.81b  +1.07

Cada valor representa la media de siete repeticiones + error estandar.
NS No significativo, ~ Significativo a una P < 0.01 de Duncan.

F = Fresco, S = Seco.

Las plantas que recibieron 200 mg-litro™ de P-Ca presentaron una reduccién del
12 % con respecto a plantas testigo, fue esta dosis la de menor contenido de

materia seca. El peso fresco de la raiz muestra una diferencia altamente
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significativa (P<0.01), fue la dosis de 125 mg-litro’ de P-Ca con una y dos
aplicaciones las que mostraron los mayores valores de materia fresca de la raiz,
superando con un 25 y 50 % respectivamente al testigo.

En contraste, el peso seco de la raiz, no mostré diferencia estadistica (Cuadro
2), mas sin embargo, fue la dosis de 125 mg-litro’ de P-Ca con una y dos
aplicaciones la que obtuvo la mayor cantidad de materia seca de la raiz.

El peso del fruto mostré diferencias altamente significativas entre los
tratamientos (Cuadro 3), presentando el de 125 mg-litro™ los frutos con mayor
peso, con un incremento del 2 % con respecto a frutos testigo, por su parte el P-
Ca en 175 y 200 mglitro”’ redujo el peso del fruto en un 16 y 9 %
respectivamente, cuando lo comparamos con el testigo. Entre los frutos de
plantas tratadas con P-Ca se observaron frutos de mayor peso en las plantas
que recibieron una sola aplicacion en comparacién a las que recibieron dos
aplicaciones de P-Ca en sus diferentes dosis.

Esto concuerda con lo reportado por Ramirez et al. (2005) quienes no
reportaron diferencia significativa, sin embargo, existe una clara tendencia hacia
frutos de menor peso a dosis mayores de P-Ca, resultados similares son
reportados por Greene (1999), Sugar et al. (2004), Meintjes et al. (2005). En
experiencias con otros retardantes, no se reportan diferencias en el peso del
fruto de tomate (Panelo et al., 1992). Posiblemente esto se deba a una mayor

competencia de los frutos por los fotoasimilados generados por la planta.
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Cuadro 3. Efecto de prohexadiona de calcio en la produccion y parametros de

calidad en el fruto de tomate bola variedad Floradade.

Planta“ Fruto" Fruto®
Tratamientos P> Radio"> Peso RP™  SST
() 9) (kgem?) (°B)
Testigo 1X 1164.09 0.792 88.57 4.91 6.17
+99.36 +0.006 +3.94a +0.27 x0.27ab
Testigo 2X 1394.72 0.814 82.74 4.41 6.61
+119.17 +0.008 +3.56ab +0.29 +0.18a
125 mg-Iitro'1 1X 939.12 0.806 91.31 5.32 5.81
+203.97 +0.008 +5.28a +0.38  +0.25ab
125 mg-Iitro'1 2X 1404.63 0.818 92.25 5.07 542
+163.84 +0.006 +3.09a +0.47 +0.15b
175 mg-Iitro'1 1X 1242.93 0.816 83.66 547 6.11
+91.64 +0.006 +3.82ab +0.23 x0.21ab
175 mg-Iitro'1 2X 1358.21 0.815 69.91 5.33 6.20
+141.90 +0.008 +2.83b +0.48 0.17ab
200 mg-Iitro'1 1X 1052.54 0.820 80.09 5.48 5.72
+124.16 +0.005 +3.68ab +0.23 +0.19b
200 mg-Iitro'1 2X 1514.01 0.817 83.33 5.91 5.45
+189.03 +0.004 +3.54ab +0.25 +0.14b

<7 * Cada valor representa la media de siete, 100 y 50 repeticiones respectivamente * error estandar.

NS No significativo, ~ Significativo a una P < 0.01 de Duncan.

Pr = Produccion, RP = Resistencia a la penetracion, SST = Sélidos solubles totales.

La produccion por planta no mostré una diferencia significativa (Cuadro 3), sin

embargo posee una clara tendencia de mayor produccion en aquellas plantas
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que recibieron dos aplicaciones de las diferentes concentraciones de P-Ca, a
pesar de que estas mismas plantas produjeron los frutos de menor peso en
comparacién con las plantas de una sola aplicacion. EI mayor niumero de frutos
de las plantas con dos aplicaciones rindieron una mayor produccion por planta,
resultados similares son reportados por Greene (1999), Ramirez et al. (2003),
Ramirez et al. (2005), Ramirez et al. (2006). Caso contrario lo reportado por
Panelo et al. (1992) con experiencias en tomate empleando otros retardantes.

El radio del fruto mostré valores entre 0.792 y 0.820 (Cuadro 3) sin presentar
significancia, Ramirez et al. (2003), reportaron valores similares en frutos de
tomate. No se detecto diferencia estadistica en la firmeza del fruto (Cuadro 3).
Parametros postcosecha

Las aplicaciones de P-Ca presentaron una tendencia consistente a incrementar
la firmeza, presentando mayor resistencia a la penetracién aquellos frutos
provenientes de plantas que recibieron una sola aplicaciéon del retardante.
Resultados similares son reportados por Ramirez et al. (2003), en frutos de
tomate saladette y Greene (1999), en frutos de manzana antes y después de
ser almacenadas.

El contenido de sdlidos solubles totales en frutos se vio afectado por las dosis y
el numero de aplicaciones de P-Ca (Cuadro 3). Los frutos testigos difirieron
estadisticamente (P<0.01) de los frutos tratados. Se detect6é un mayor
contenido de sélidos solubles totales en aquellos frutos que recibieron una sola
aplicacion en comparacion con aquellos que recibieron dos aplicaciones de las
dosis del retardante. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Greene

(1999) y Meintjes et al. (2005).
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CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos y bajo las condiciones es que se realizé el
trabajo experimental, se concluye lo siguiente: Prohexadiona de calcio aumenta
el numero de racimos y frutos por planta, ademas de la firmeza de los frutos;
disminuye la biomasa, el peso de los frutos y los sélidos solubles totales del

fruto.
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RESUMEN

Con el propdsito de conocer los efectos de prohexadiona de calcio (P-Ca) en la
capacidad antioxidante total, contenido de licopeno y actividad de las enzimas
catalasa y peroxidasa en frutos de tomate bola variedad Floradade, se
evaluaron frutos provenientes de plantas tratadas con tres dosis del retardante
(125, 175 y 200 mg L™) y un testigo, con una y dos aplicaciones; la primera
aplicacién se realizé cuando las plantas presentaban primordios florales, y la
segunda aplicacion 15 dias después. P-Ca incrementd sustancialmente la
capacidad antioxidante total en frutos de tomate, encontrandose una mayor
actividad antioxidante en frutos en el estadio de maduracion de hombros
verdes. La concentracion de licopeno se incrementd notablemente en los frutos
de tomate provenientes de plantas tratadas con cualquiera de las dosis
empleadas de P-Ca, encontrando mayor concentracion de licopeno en frutos en

el estadio de maduracibn mas avanzado. La actividad enzimatica tanto para
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peroxidasa y catalasa se incrementd significativamente con la aplicacion de P-
Ca.
PALABRAS CLAVE Lycopersicon esculentum Mill., capacidad antioxidante

total, licopeno, peroxidasa, catalasa.

INTRODUCCION

La agricultura moderna ha buscado modificar el potencial de los cultivos a
través del mejoramiento genético, implementando nuevas tecnologias en el
manejo de los cultivos 6 empleando sustancias que son capaces de modificar
momentaneamente caracteristicas intrinsecas de las plantas; tales sustancias
son conocidas como reguladores del crecimiento, entre ellas destacan por su
importancia agricola las auxinas, giberelinas, citocininas, el acido abscisico y
los retardantes del crecimiento.

Desde su descubrimiento, los retardantes del crecimiento fueron una
herramienta eficaz en el control del crecimiento vegetativo en arboles
caducifolios, tal es el caso del manzano y el peral, posteriormente su uso se
introdujo en cultivos ornamentales como el crisantemo cultivado bajo
condiciones de invernadero (Rademacher, 2000).

Pero su verdadera importancia comenzé a reflejarse cuando se comprobé
que retardantes como el clormequat y paclobutrazol podian ser empleados en
manzanos como estimulantes de la brotacion, asi mismo, se les atribuia a estos

productos beneficios extras al momento de la cosecha como el aumento de la
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firmeza y una disminucion de los solidos solubles totales en los frutos
(Rademacher, 2000).

Hoy en dia, estos dos productos se encuentran restringidos para su uso
agricola, puesto que se ha demostrado que poseen una alta residualidad en los
cultivos.

Prohexadiona de calcio (Ca-(3-oxido-4-propionil-5-oxo-3-ciclohexano-
carboxilato)), es un retardante del crecimiento, de reciente presencia en la
horticultura (Rademacher, 2000). Se ha experimentado ampliamente con este
compuesto en la Unién Europea en manzanos y arboles caducifolios, cereales,
entre otros cultivos (Rademacher, 1993; Rademacher, 2000). En Estados
Unidos su uso esta enfocado esencialmente en cacahuate y manzano (Evans et
al., 1999; Jordan et al., 2003), demostrando ser una excelente opcién para
remplazar a los retardantes de antafio.

Durante todo este proceso de experimentacion que ha vivido el P-Ca, son
varios ya los investigadores que han sugerido que el retardante es capaz de
intervenir en rutas biosinteticas de metabolitos secundarios, y con ello impactar
de manera positiva el estatus antioxidante (Rademacher, 2000; Gosch et al.,
2003; Roemmelt et al., 2003a; Roemmelt et al., 2003b), pudiendo ser esto parte
de la explicacion de como un retardante del crecimiento como lo es el P-Ca,
puede evitar enfermedades como el tizén de fuego (Erwinia amylovora) y rofia
(Venturia inaequalis) en manzano y peral. Con base a lo anterior, la presente
investigacion se realizé con el objetivo de evaluar los efectos de prohexadiona
de calcio en la capacidad antioxidante total, concentracién de licopeno y

actividad de las enzimas peroxidasa y catalasa en frutos de tomate bola
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variedad Floradade provenientes de plantas tratadas con el retardante del

crecimiento.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon frutos de tomate bola de la variedad Floradade provenientes
de plantas que recibieron aplicaciones de P-Ca; las cuales consistieron en tres
dosis del retardante (125, 175y 200 mg L") y plantas testigo. Cada dosis tuvo
una y dos aplicaciones, la primera aplicacion fue realizada cuando las plantas
presentaban primordios florales y la segunda aplicacion se realizé6 dos semanas
después. El cultivo fue conducido hasta su cosecha en un invernadero ubicado
en la localidad de Buenavista, Saltillo, Coahuila, con coordenadas geograficas
25° 23’ latitud norte y 101° 01" longitud oeste, con una altura de 1743 metros
sobre el nivel del mar.

El promedio de temperatura en el invernadero fue de 27 °C y la humedad
relativa de 65%. El ensayo se llevo a cabo desde agosto de 2005 hasta febrero
de 2006.

Se empled un diseno completamente al azar tri factorial para la
determinacién de la capacidad antioxidante total y contenido de licopeno donde
el factor (A) fueron las dosis de P-Ca empleados, (B) el numero de aplicaciones
realizadas y (C) estadios de maduracién (inicio de color y hombros verdes),
teniendo asi 16 tratamientos, con tres repeticiones por cada tratamiento, para
un total de 48 unidades experimentales para el analisis. En tanto, para

determinar la actividad catalasa y peroxidasa se trabajé con un disefio
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experimental completamente al azar bi factorial, donde el factor (A) incluyé las
dosis empleadas del retardante y (B) el numero de aplicaciones realizadas de
las dosis referidas, teniendo un total de ocho tratamientos, solamente se trabajé
en cada tratamiento con frutos en estadio hombros verdes, con tres repeticiones
teniendo un total de 24 unidades experimentales por enzima determinada.

Los resultados obtenidos de las diversas determinaciones fueron analizados
con el programa estadistico SAS version 8.1 para Windows, para obtener el
analisis de varianza y comparacion de medias, se utilizé la prueba de Duncan
(P<0.01) y las figuras fueron realizadas con el programa Minitab Versién 14.

Determinacion de la capacidad antioxidante total

Los frutos se recolectaron en las primeras horas del dia del analisis, se
identificaron con el tratamiento y estadio de madurez. En el laboratorio se
tomaron los frutos y se seccionaron en dos partes iguales, de la parte central
del fruto, de ambos lados se tomaron los 5 g de muestra requerida, se
colocaron en un mortero, previamente congelado, al que se le agregd 10 mL de
buffer de fosfatos con pH 7 y se molié vigorosamente, el extracto obtenido se
centrifugd a 50 Hz durante 10 min, depositando el liquido obtenido en tubos de
ensaye.

La determinacion de la concentracion de antioxidantes se hizo mediante el
kit de analisis “total antioxidant status kit assay” de Calbiochem (Miller et al.,
1993) que consta de una solucion buffer (de fosfato salino), cromdgeno
(Metmioglobina y ABTS ®~ (catién radical 2,2-Azinobois-(3- etilbenzotiazolin-6-

sulfonato)), sustrato estabilizado (H202) y como estandar se utilizé el analogo
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de la vitamina E Trolox (6-Hidroxi-2, 5, 7, 8- tetrametil croman-2-acido
carboxilico) con concentracién de 1.5 mM.

Se utilizé un espectrofotdmetro Loausch & Lamb modelo Espectronic 21 con
capacidad maxima de 0 a 2 de absorbancia, capaz de medir absorbancia a 600
nm, celdas de un centimetro de longitud, una centrifuga Sol-bat modelo J-12
con capacidad maxima de 5000 rpm, un termo bafio Precision modelo 184 con
capacidad maxima 250 °C, y una bascula Ohaus modelo Scout con capacidad
maxima de 600 g y una resolucion de 0.1 gramos.

Para realizar el analisis de las muestras se prepararon los tres reactivos
incluidos en el kit de la siguiente forma: Al cromogeno y al sustrato se le
agregaron 10 mL y 7.5 mL de buffer con pH 7 respectivamente, al estandar se
le agrego 1 mL de agua destilada.

Medicion de antioxidantes en frutos de tomate

El espectrofotdmetro se ajustd a 600 nm contra el aire, el H,O, estabilizado y
el cromégeno se equilibraron a 37 °C, exactamente 5 min antes de ser
utilizados.

Primero se prepard un blanco agregando 20 uL de agua bidestilada en una
celda y 1 mL del cromogeno. En otra celda se prepardé el estandar, agregando
20 pL de Trolox y 1 mL de cromogeno, y después se leyo la absorbancia inicial
(Ap) en ambas celdas. Enseguida se analizaron los extractos de los frutos de
tomate, colocando 20 uL de extracto centrifugado, y 1 mL de cromdégeno para
cada muestra, se mezcld el contenido y se ley6 la absorbancia inicial, después

se anadieron 200 pL del H>O; estabilizado diluido a cada celda, se mezclaron y
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se tomo el tiempo de inicio simultaneamente. La absorbancia final (A) se midié
después de tres minutos del desarrollo de color. La temperatura se mantuvo a
37 °C durante toda la prueba. Para calcular los niveles de antioxidantes en las
muestras se utilizd la concentracion del estandar Trolox de acuerdo al numero
de lote del kit utilizado (1.5 mM).

Se determind el gradiente de la Absorbancia (AA) para las muestras (AAm),
el estandar (AA¢) y el blanco (AAy) con la siguiente ecuacién general:
AA=A-Ap

Después se calcul6 la capacidad antioxidante equivalente a Trolox (“CAET”)
en cada muestra empleando la siguiente formula:

concentraciéon del estandar Trolox (1.5mM) x [AA, — AA ]
AA | - AA,

CAET (mM) =

El resultado de cada muestra se expres6 como mM de equivalente Trolox

mg~' de peso fresco de la muestra.
Determinacion de la concentracién de licopeno

Para determinar el contenido de licopeno se empled el mismo equipo que se
utilizé para determinar la capacidad antioxidante equivalente a Trolox; de los
tomates a analizarse se pesaron 3 g de pericarpio que se colocaron en un
mortero previamente congelado, el cual contenia 3 mL de buffer de fosfatos pH
7 y posteriormente se molié vigorosamente, de la mezcla se colocaron 2 mL en
tubos de centrifuga, agregando 4 mL de mezcla hexano - acetona (3:2),
agitando fuerte al tubo para separar los pigmentos de las membranas y asi
poder disolverlos (Davis et al., 2003), después se centrifugd a 41.66 Hz por

espacio de 10 min para la separacién de fases, se extrajo la fase coloreada y se
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colocd en una celda de 1 cm leyendo la absorbancia a 502 nm (Aspz). Se calculd

el contenido de licopeno con la siguiente formula:
Licopeno (ug g ') = Asozx{ﬁ}ﬂ (Fish et al., 2002).

Determinacion de la actividad enzimatica

Los tres frutos requeridos de los diferentes tratamientos fueron cosechados
en estadio de hombros verdes durante las primeras horas de la mafnana para
realizar la extraccion y cuantificacion de la actividad enzimatica de la catalasa y
la peroxidasa.

Se utilizé un fotdmetro Leitz modelo 340-800 con absorbancia de 0 a 2,
capaz de medir a 420 nm, celdas de 1 cm de longitud, una centrifuga Labnet
modelo Spectrafuge 24D con capacidad maxima de 13000 rpm, un termo bafio
Felisa modelo FE373 con capacidad maxima de 80 °C, y una bascula analitica
Ohaus modelo HR-200 capacidad maxima de 210 g y una precision de .0001 g.

Actividad catalasa

La extraccién se realizd a partir de 0.5 g de pulpa de tomate sin cascara en 5
mL de buffer de fosfatos 100 mM de pH 7, 50 mg de polivinilpirrolidona en un
mortero previamente enfriado a 4 °C, la mezcla se centrifugd a 183.3 Hz por 11
min a 4 °C. En el sobrenadante se obtuvo la enzima (Masia, 1998).

Para la determinacién de la actividad enzimatica de la catalasa (EC 1. 11. 1.
6. IUBMB, 2007a) se prepararon 5 mL de la mezcla de reaccion en un tubo de
ensaye que contenia:

300 uM de buffer de fosfatos 100 mM pH 6.8, 100 uM de H;O, y 1 mL del

sobrenadante con la enzima diluido 1:20.
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La mezcla de reaccion se incubd por un minuto en un bafo de agua a
temperatura constante de 25 °C, la reaccion fue detenida al agregar 10 mL de
H2SO4 al 2% (v/v). El perdxido de hidrégeno residual se tituld con una solucién
de KMnO4 0.2 M hasta obtener un color purpura débil que persistié al menos 15
s. Una unidad de catalasa se define como la cantidad de enzima que
descompone 1 uM de H,0, min™ a 25 °C.

Actividad peroxidasa

Se homogenizaron 0.5 g de pulpa de tomate sin cascara con 5 mL de buffer
de fosfatos 100 mM a pH 6.8, en un mortero previamente enfriado a 4 °C, la
mezcla se centrifugé a 216.66 Hz por 15 min a 4 °C. El sobrenadante que
contiene la enzima peroxidasa (EC 1. 11. 1. 7. IUBMB, 2007b) se separ6 y
diluyd en proporcién 1:20 (v/v).

La actividad enzimatica se determiné con 125 uM de buffer de fosfatos 100
mM a pH 6.8, 50 uM de pirogagol, 50 uM de peréxido de hidrégeno y 1 mL de
extracto de enzima diluido 1:20 para obtener 5 ml de volumen.

La mezcla de reaccion se incubdé por un minuto a 25 °C, después se
afiadieron 0.5 mL de H;SO, al 5% (v/v) para detener la reaccion. La
concentracion de purpurogalina formada se mide a una absorbancia de 420 nm
(A420), una unidad de peroxidasa es igual a 0.1 de A4oo (Kar y Mishra, 1976).

RESULTADOS Y DISCUSION

Hasta la fecha no existe literatura donde se sefale la posible influencia de

prohexadiona de calcio en el contenido de antioxidantes totales en frutos, sin

embargo se sabe que P-Ca es capaz de modificar la ruta biosintética de los
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flavonoides en los manzanos, generando nuevos flavonoides que al parecer
poseen actividad antioxidante en hojas jévenes de manzanos tratados (Gosch
et al., 2003; Halbwirth et al., 2003; Roemmelt et al., 2003a; Roemmelt et al.,
2003b).

La capacidad antioxidante total (Figura 1) mostré diferencias altamente

significativas (P<0.01) en su triple interaccién (dosis-aplicaciones-estadio de

madurez).
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Figura 1. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox en frutos de tomate bola
variedad Floradade provenientes de plantas tratadas con prohexadiona de calcio.
Cada punto representa el promedio de 3 repeticiones + error estandar.

Con prueba de Duncan P<0.01.

En los frutos provenientes de plantas testigo, se encontré una menor CAET

por cada mg de peso fresco en comparacién con los frutos provenientes de las
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plantas que recibieron 125, 175 y 200 mg-L" de P-Ca, con una y dos
aplicaciones. Esta diferencia altamente significativa (P<0.01) parece sefalar al
retardante como un promotor del sistema antioxidante en el fruto del tomate.
Los frutos testigo, en su estadio de hombros verdes registraron una mayor
CAET en comparacién con los frutos en su estadio de inicio de color. Jiménez
et al. (2002) reportaron que los niveles de antioxidantes en la fase acuosa,
glutation y ascorbato se acrecentaron durante el proceso de maduracion del
fruto de tomate, estos incrementos fueron asociados con cambios significativos
en el estatus redox del fruto. Ademas, registraron cambios en actividad
enzimatica de superéxido dismutasa, catalasa y de las enzimas que intervienen
en el ciclo ascorbato—glutation durante la maduracién del fruto de tomate,
indicando que el sistema antioxidante desempefia un papel primordial en la
maduracion de los frutos de tomate.

La aplicacién de 125 mg L' de P-Ca incrementd de manera altamente
significativa (P<0.01) la CAET en frutos de tomate en comparacién con el
testigo, y dos aplicaciones de P-Ca a dosis de 125 mg L™ fue estadisticamente
superior que una sola aplicacion.

Esta dosis de P-Ca mostré una tendencia consistente a incrementar la
CAET en frutos de tomate de acuerdo al estadio de maduracion inicio de color y
hombros verdes, y al numero de aplicaciones (una y dos respectivamente), la
mayor CAET dentro de esta dosis se registrd en el estadio de hombros verdes
con dos aplicaciones. En tanto, la dosis de 175 mg L™ de P-Ca no mostré una
tendencia clara en la CAET de los frutos provenientes de plantas tratadas, sin

embargo, la CAET fue mayor en frutos en estadio de hombros verdes en
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comparaciéon con frutos en estadio de inicio de color (P<0.01). El estadio inicio
de color con una sola aplicacién de 175 mg L™ de P-Ca fue superior al estadio
inicio de color con dos aplicaciones, esto sugiere que probablemente, la dosis
de 175 mg L' de P-Ca afecta la CAET de los frutos de tomate al aplicarse a las
plantas en dos ocasiones y evaluar los frutos en su estadio de inicio de color. La
dosis de 200 mg L' de P-Ca mostré una tendencia muy similar a la que
presento la dosis 125 mg L™ de P-Ca, incrementando la CAET en los frutos de
tomate provenientes de plantas tratadas con dicha dosis en estadio inicio de
color y hombros verdes, con una y dos aplicaciones respectivamente, a pesar
de existir una diferencia altamente significativa (P<0.01) dichos incrementos
fueron menos notorios que los observados en la dosis de 125 mg L™ de P-Ca
atribuyendo la diferencia esencialmente en el numero de aplicaciones; dos
aplicaciones de la dosis 200 mg L' de P-Ca es mayor que una sola aplicacion
de la misma dosis (Figura 1). Las diferencias entre las tres dosis empleadas del
retardante en su interaccidon numero de aplicaciones-estadio de maduraciéon
sugieren que el efecto principal en las diferencias registradas se debid
primordialmente a las dosis de P-Ca utilizadas. Estos resultados, concuerdan
con lo reportado por Disegna et al. (2002) que al realizar aplicaciones repetidas
de P-Ca en uvas para vino, encontraron frutas con un mayor contenido de
antocianinas (frutos mas rojos y negros), con una mayor persistencia e
intensidad aromatica. Martinez et al. (2002), al cuantificar la actividad
antioxidante de nueve variedades de tomates, empleando dos métodos (DPPH
y CAET) reportaron una diferencia significativa entre variedades y el método

empleado. Se plantea que dichas diferencias existentes entre métodos se debe
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basicamente al principio en el cual se desarroll6 cada uno (Cao y prior, 1998;

Young, 2001; Prior et al., 2003; Chiu et al., 2004). Wang et al. (1996) al

determinar la capacidad antioxidante en frutos de tomate con el método ORAC,

reportaron 1.89 mM Trolox g' de peso fresco, en nuestro experimento

emple

ando el método CAET se obtuvieron valores entre 4.9 y 5.1 mM Trolox g™

de peso fresco en frutos provenientes de plantas testigos.

Todo esto permite hipotetizar que P-Ca puede presentar cierta accion en la

biosintesis de los metabolitos secundarios.

La

concentracion de licopeno en frutos de tomate provenientes de plantas

tratadas mostré diferencias altamente significativas (P<0.01) en su triple

interaccion (Figura 2).
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Figura 2. Contenido de licopeno en frutos de tomate bola variedad Floradade
provenientes de plantas tratadas con prohexadiona de calcio. Cada Punto representa

el promedio de 3 repeticiones + error estandar. Con prueba de Duncan P<0.01.
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Los frutos testigo, con una y dos aplicaciones y en sus estadios de madurez
inicio color y hombros verdes no mostraron diferencias estadisticas entre ellos,
sin embargo, numéricamente se registr6 una mayor concentracion de licopeno
en aquellos frutos que se encontraban en su estadio de hombros verdes en
comparacioén con los frutos de inicio de color (Figura 2).

Dentro de la dosis 125 mg L' de P-Ca existié diferencia altamente
significativa (P<0.01) entre los estadios de maduracion con una y dos
aplicaciones de la dosis empleada registrando la mayor concentracion de
licopeno aquellos frutos que se encontraban en su estadio de maduracién
hombros verdes en comparacion con los frutos en inicio de color, ademas, no
se detecta una diferencia estadistica, pero si numérica en cuanto al efecto por
el numero de aplicaciones. Aqui, fue un poco mayor la concentracion de
licopeno en el fruto de tomate provenientes de plantas que recibieron dos
aplicaciones en contraste con aquellas plantas que solo recibieron una sola
aplicaciéon en ambos estadios. En esta dosis, se registré el mayor incremento de
la concentraciéon de licopeno en los frutos de tomate al comparar los dos
estadios. Esto sugiere que la dosis de 125 mg L™ de P-Ca es la 6ptima para
incrementar la concentracion de licopeno en el fruto cuando este alcance la
madurez. El efecto de 175 mg L™ de P-Ca tuvo una tendencia a incrementar la
concentracion de licopeno en el fruto de tomate. Los valores reportados para
esta dosis en su estadio de inicio de color son similares a los registrados para la
dosis 125 mg L™ de P-Ca en el mismo estadio de madurez. A pesar de que
existio una diferencia altamente significativa (P<0.01) entre el inicio de color y

hombros verdes, estos incrementos en una y dos aplicaciones de la dosis, no
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son tan notorios como lo son en la dosis de 125 mg L™ de P-Ca. Con 200 mg L
' de P-Ca existié una tendencia similar a la registrada por 175 mg L™ de P-Ca,
pero sus incrementos fueron mayores, teniendo diferencias altamente
significativas (P<0.01); existi6 una clara diferencia entre una y dos aplicaciones
de las dosis, donde dos aplicaciones registr6 la mayor concentracion de
licopeno en el fruto en comparacion con una sola aplicacion de la dosis referida;
la mayor concentracién de licopeno nuevamente se registra en los frutos en
hombros verdes en comparacién con los frutos al inicio de color. Existié una
tendencia consistente en poseer una mayor concentracién de licopeno en
aquellos frutos provenientes de plantas que recibieron dos aplicaciones en lugar
de una, aumentando conforme se incrementa la dosis de P-Ca; y el factor
primordial en la concentracion de licopeno en el fruto es el estadio de
maduracién, puesto que frutos avanzados en su maduracion (hombros verdes)
siempre registraron una mayor concentracién de licopeno comparandolos con
frutos en estadio de inicio de color.

Lo anterior concuerda con lo reportado por Nunez et al. (2005) y Bramley
(2002) que encontraron un incremento significativo en la concentracion de
licopeno, conforme el fruto avanzaba en su estado de madurez, reportando que
las concentraciones menores de licopeno se encontraban en los frutos verdes e
inicio de color y la mayor concentracién en los frutos en estadio de hombros
verdes a totalmente rojos. Existen varios factores para que varie la
concentracion del licopeno en frutos del tomate, como lo son el sistema de

produccion (Nufez et al., 2005), por el ciclo de cultivo que presente (Ciruelos et
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al., 2003), si se encuentran injertados (Nufez et al., 2005) o bien por la variedad
(Jiménez et al., 2002; Martinez et al., 2002).

No existe informacion sobre el efecto de prohexadiona de calcio en la
actividad enzimatica en el fruto del tomate, se sabe que este retardante afecta
algunas enzimas que se encuentran ligadas en la biosintesis de flavonoides en
el manzano.

Ademas, de manera natural, la actividad enzimatica durante el proceso de
maduracién del fruto de tomate se incrementa. En dicha etapa se esperan los
valores mas altos de actividad de enzimas antioxidantes (Andrews et al., 2004),
entre ellas la poligalacturonasa (Crookes y Grierson, 1983), superoxido
dismutasa, y la catalasa (Jiménez et al., 2002). Soh et al. (1994) reportaron que
concentraciones de 10 M de P-Ca inhibieron la actividad de la oryzaina y la o—
amilasa en granos completos de arroz.

Dentro de la determinacion de la actividad catalasa en los frutos de tomate
provenientes de plantas tratadas con el retardante mostraron una diferencia
altamente significativa (P<0.01) en la interaccion dosis-numero de aplicaciones
(Figura 3).

Los frutos provenientes de plantas del tratamiento testigo mostraron los
valores menores con respecto a las tres dosis de P-Ca empleadas. Al
emplearse 125 mg L™ de P-Ca incrementd de manera altamente significativa
(P<0.01) la actividad catalasa con respecto al testigo, sin embargo, no existi6é

diferencia entre una y dos aplicaciones de la dosis referida (Figura 3).
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Figura 3. Actividad catalasa en frutos de tomate bola variedad Floradade
provenientes de plantas tratadas con prohexadiona de calcio.
Cada punto representa la media de 3 repeticiones * error estandar.

Con prueba de Duncan P<0.01.

La dosis 175 mg L™ de P-Ca registré los valores mas altos de actividad
catalasa en el fruto, superando al testigo, 125 y 200 mg L™ de P-Ca, existiendo
una notable diferencia entre una y dos aplicaciones de 175 mg L™ de P-Ca, dos
aplicaciones de P-Ca mostrd la mayor actividad catalasa en fruto de tomate. La
aplicaciéon de 200 mg L™ de P-Ca registré resultados similares a 125 mg L™ de
P-Ca, no detectandose diferencia entre una y dos aplicaciones de 200 mg L™ de
P-Ca. Estos resultados hacen suponer que la actividad catalasa posee un punto
maximo de saturacion ante el efecto de prohexadiona de calcio, el cual puede

encontrarse entre las dosis de 175y 200 mg L™.
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La catalasa es una enzima relacionada con el control celular de los niveles
de especies activas de oxigeno, cataliza la dismutacion del perdxido de
hidrogeno en agua y oxigeno (Acevedo y Scandalios, 1991). Un aumento en los
niveles de actividad catalasa se relacionan con una mayor tolerancia al dafo
oxidativo por frio (Lafuente et al., 2004). Puede suponerse, que el efecto fue
consecuencia de la activaciéon de algunos genes relacionados con la defensa
celular contra el estrés (Ding et al., 2002).

Por su parte la actividad peroxidasa mostré una diferencia altamente
significativa (P<0.01) entre las dosis empleadas de P-Ca y el numero de
aplicaciones de estas (Figura 4).

En tanto, 125 mg L de P-Ca con una y dos aplicaciones incrementé de
manera altamente significativa (P<0.01) la actividad peroxidasa, dos
aplicaciones de 125 mg L™ de P-Ca fue mayor estadisticamente que una sola
aplicacion. La dosis 175 mg L™ de P-Ca incrementd la actividad peroxidasa en
una y dos aplicaciones con respecto a la dosis de 125 mg L™ de P-Ca, no hubo
diferencias entre una y dos aplicaciones. La dosis 200 mg L™ de P-Ca también
incrementd la actividad peroxidasa, superando todas las dosis anteriormente
expuestas, reflejando una diferencia altamente significativa (P<0.01) entre dos y
una aplicacion de la dosis mas alta. Al parecer, aun es posible generar una
mayor actividad peroxidasa en frutos de tomate al incrementar la dosis de

prohexadiona de calcio.
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Figura 4. Actividad peroxidasa en frutos de tomate bola variedad Floradade
provenientes de plantas tratadas con prohexadiona de calcio. Cada punto representa

la media de 3 repeticiones + error estandar. Con prueba de Duncan P<0.01.

Lepedus$ et al. (2001) reportaron que la actividad peroxidasa aumenté al
aplicar altas temperaturas como inductor de tolerancia al estrés en frutos de
mandarina. Edreva et al. (1993) concluyeron que existe una estrecha relacién
entre los altos niveles de peroxidasa en los tejidos y la tolerancia a la baja
temperatura en trigo. Por otra parte, la activacién de la enzima peroxidasa esta
correlacionada con las respuestas de defensa del fruto en presencia de

patdgenos (Maksimov et al., 2003).
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CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos y bajo las condiciones en que se realizd
el trabajo experimental, se concluye lo siguiente: Prohexadiona de calcio
aumenta notablemente la capacidad antioxidante total y la concentracién de
licopeno en frutos de tomate en los estadios de maduracién inicio de color y
hombros verdes. La actividad de las enzimas peroxidasa y catalasa en frutos de
tomate maduros se incrementa significativamente con el retardante del

crecimiento.
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CONCLUSIONES GENERALES

Con base a los resultados obtenidos y bajo las condiciones en que se
realizo el trabajo experimental, se concluye lo siguiente:

Primera etapa: Prohexadiona de calcio aplicado a dosis de 125, 175y 200
mg L™ en plantulas de tomate saladette disminuy6 el contenido de giberelinas
A, y Az, y se identificd la giberelina Ay. En plantulas de chile pimiento
disminuyo el contenido de A; y A7, y se identificaron las giberelinas Az y Asz.

Segunda etapa: Prohexadiona de calcio aplicado a dosis de 125. 175 y
200 mg L™ en una y/o dos ocasiones en plantas de tomate, aumenta el nimero
de racimos y frutos por planta, ademas de la firmeza de los frutos; disminuye la
biomasa, los soélidos solubles totales y el peso de los frutos. Aumenta
notablemente la capacidad antioxidante total y la concentracion de licopeno en
frutos de tomate en los estadios de maduracién inicio de color y hombros
verdes. La actividad de las enzimas peroxidasa y catalasa en frutos de tomate

maduros se incrementa significativamente con el retardante del crecimiento.
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