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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se realizo en el mes de abril del
2001 a Octubre del 2002 en el Departamento de Horticultura de la Universidad
Auténoma Agraria “Antonio Narro”, con domicilio en la Ex-Hacienda Buenavista
Saltillo Coahuila Méx. Cuyas coordenadas geograficas responden a los 25° 22”
latitud Norte 101° 00” Longitud Oeste con una altitud de 1743 msnm.

El acido benzoico es un acido organico, solido cristalino, el acido
carboxilico aromatico mas simple. Se utiliza en gran parte para hacer sus sales
y esteres lo mas notablemente posible el benzoato de sodio, que se utiliza
extensamente como preservativo en alimentos y bebidas como antiséptico

suave en enjuagues y cremas dentales.

El 4cido citrico es un compuesto organico que cumple funciones clave en
las estrategias que utilizan las plantas para colectar nutrientes del suelo y

aclimatarse a la presencia de metales pesados, entre otras.

En este trabajo, se busca conocer la respuesta del arbol de manzano a la
aplicacion de acidos organicos con una concentracion de acido benzoico (AB)
10* M, AB 10° M y &cido citrico (AC),10> M, AC 10 M, para observar en que

forma modifica la morfologia de la planta, minerales y anatomia epidérmica.

Las aplicaciones de &cidos organicos se hizo cada 2 semanas (15 dias)
aplicando por cada tratamiento 12 litros de agua. Pasados siete meses del
mismo ano (2001) se realizo el primer conteo de estomas, determinacién de
minerales, morfologia del manzano estas aplicaciones de acidos organicos
tuvieron una duraciéon aproximada de 18 meses (abril del 2001 a octubre del
2002). Después de esto se procedid aplicar tres eventos de estrés hidrico en las
plantas de manzano en donde después de terminar los eventos de estrés se

procedié hacer la segunda determinacion de conteo de estomas, determinacion
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de minerales, morfologia del manzano y por primera vez porcentaje de almidén
en las hojas asi como azucares totales y reductores en hojas.

Los resultados obtenidos de las diferentes variables evaluadas durante el
desarrollo del experimento son los siguientes. El mejor tratamiento fue el acido
citrico (AC), 103 M, AC 10* M, el cual se observaron diferencias significativas
en incremento de la densidad estomatica en la parte abaxial. Se observé un
incremento en la concentracion de cationes y una disminucion en los aniones
en el tejido foliar con la aplicacién de estrés hidrico y sin la aplicacién del
mismo. Los azucares totales y reductores se vieron incrementados al aplicar a

acidos organicos AC, AB.
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INTRODUCCION

El manzano (Malus Domestica), es un frutal caducifolio de clima
templado, y uno de los mas antiguos del mundo y de mayor importancia dentro
de los frutales de pomo. Es originario de las regiones caucasicas (Asia Menor),
y es un frutal de gran demanda para consumo en fresco, (Ramirez y Cepeda,
1993)

En la actualidad se le localiza virtualmente en todas las regiones
templadas del globo terrestre, sin embargo, el avance de la tecnologia ha
permitido en afios recientes que este importante frutal sea cultivado en regiones
subtropicales y al nivel del mar como es en el caso de la costa de Hermosillo en
México y otros paises como Venezuela, Israel, Filipinas y Tailandia.
Destacandose por su valor nutricional y al volumen de mano de obra que este
genera, al igual que los ingresos que de el se obtienen debido a que parte de la
produccion del manzano se destina a exportacion y a la industrializacién por su
gran contenido alimencio, se dice que cada 100 grs. de la parte comestible del
fruto del manzano esta nutricionalmente compuesto de: 84% de agua; 56
calorias; 0.2 grs. de proteinas;0.6 g de grasas; 14.1 g de carbohidratos;
vitamina A 90 unidades internacionales i.u; vitamina B; 0.03 mg; niacina, 0.1
mg; vitamina C (acido ascorbico), 7 mg; fésforo, 10 mg; fierro, 0.3 mg; sodio, 1
mg; y potasio 110 mg (Weswood, 1978)

En afos recientes la produccién de manzana en México a aumentado
notablemente, debido a la gran demanda que tiene esta fruta como consumo
fresco para el pais por lo que ocupa una superficie de 43,060 ha con un
rendimiento de 8.5 ton/ha y una produccién de 357,345 ton/afio ( DATOS DEL
C.E.A) Ocupando un 83 % los Edos. Chihuahua, Durango, Coahuila, Puebla,
Sonora.

Dentro de los principales paises productores del mundo, se encuentran:
Alemania, Argentina, Canada, Chile, China, Espafa, Estados Unidos, Francia,
Italia, Polonia y Turquia, entre otros, de los cuales México ocupa el treceavo

lugar (Ramirez y Cepeda, 1993). A nivel nacional hay 23 estados productores



de manzana siendo los principales: Chihuahua, Durango, Coahuila y Puebla, lo
que ayuda a generar siete millones de jornales por ciclo (Perales, 1992)

Coahuila ocupa el tercer lugar a nivel nacional en cuanto a superficie
sembrada vy octavo en rendimiento, en la Sierra de Arteaga, con una media
general de 9 ton/ha, siendo las principales variedades establecidas; Golden
Delicious, Red Delicious, Doble Red Delicious, Rome Beauty, Jonathan,
Starking y Rosa Espafiola (Gonzales citado por Mendoza, 1995) . En los ultimos
afos la falta de agua a nivel nacional a provocado serios problemas en el agro
mexicano es por ello que se buscan nuevas alternativas para disminuir los
efectos de estrés hidrico, asi mismo los altos costos de fertilizantes los cuales
son importantes para una buena produccion, en la actualidad la tendencia de
algunos productores es la de aplicar mas fertilizante del necesario y mucho de
este no es aprovechado por la planta, ocasionando que se eleven los costos de
produccion ademas de que se contaminan los suelos y mantos freaticos.

Algunos problemas, tales como, el abatimiento de los mantos acuiferos
y con ello la exposicion de las plantas a problemas de estrés, asi como la
disminucién de las reservas nutrimentales de los suelos obligan a los
productores a usar alternativas para poder superar tales problemas. Dentro de
las alternativas utilizadas para superar estos problemas se encuentra el uso de
quelatos tales como: Acido Etilen-Diamino-Tetra-Acético (EDTA), Acido Tri-Poli-
Fosférico (TPPA), Dietilen-Triamino-Penta Acético (DTPA), Acido Nitrito-Tri-
Acético (NTA) etc. Los cuales son de un costo muy elevado, incrementando
mas los costos de produccion, por lo que cada dia es necesario buscar nuevas
estrategias para reducir el efecto del estrés hidrico esto es un problema serio
debido a la escasez de agua en las zonas agricolas nacionales.

La busqueda de productos que tengan caracteristicas similares y que
ademas sean de un costo de adquisicion menor a los del mercado, por lo tanto
se propone usar el Acido Citrico (AC), que tiene reportado poder quelatante con
algunos elementos, asi mismo, el acido Benzoico (AB), que tiene participacion
en reducir el efecto de estrés, interrumpiendo el balance de la hormona vy la

formacion de sintesis de la proteina en los sitios multiples dentro de la planta,



asi causando una variedad de anormalidades del crecimiento vegetal, también
tienen una funcidn como reguladores de crecimiento y herbicidad controlando
malas hierbas.

Debido a la problematica antes mencionada es necesario realizar
estudios para medir o evaluar el efecto de estos acidos organicos sobre el
estrés hidrico, pero ademas de esto, es importante evaluar el efecto sobre el
comportamiento agronémico del cultivo de manzano. Dado esto se plantean los

siguientes objetivos.

OBJETIVOS

» Verificar el efecto de dos acidos organicos, citrico y benzoico aplicados
en la solucion nutritiva sobre el crecimiento, morfologia y anatomia

epidérmica foliar en arboles de manzano.

» Verificar si los resultados obtenidos en especies horticolas al aplicar

acidos organicos son repetibles en arboles de manzano.

HIPOTESIS

> El acido citrico en concentraciones, AC 10-4 M, AC10-3 M y el benzoico

AB 10-4 M, AB 10-5, modifican la concentracién de algunos elementos

minerales necesarios para el crecimiento y desarrollo del manzano.

» Los acidos organicos modifican los caracteres de densidad e indice
estomatico en arbol de manzano, modificando la respuesta de tolerancia

al estrés.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades de los acidos organicos

Los diversos compuestos organicos necesarios para la elaboracion de las
membranas, paredes celulares y demas componentes estructurales de la
planta, asi como los requeridos para la regulacién del metabolismo vegetal,
surgen como resultado de una intensa y variada actividad de sintesis que
consume ATP generan en la respiracion, y que emplea como precursores los
esqueletos carbonados que proporciona la fotosintesis (triosas, hexosas) o bien
compuestos intermedios del ciclo de krebs. A partir del piravico u otros acidos
organicos del ciclo del acido citrico pueden sintetizarse diversos aminoacidos,
de los que derivan las proteinas y otros compuestos nitrogenados como el acido

indolacetico, alcaloides, clorofila, etc. (Galston et al., 1980)

Entre los acidos organicos mas conocidos se encuentran el acido citrico,
piravico, lactico, butirico, acético, benzoico, malico y ascérbico. Todos ellos se
caracterizan por ser aniones organicos con capacidad de quelar cationes
metalicos. De manera natural las plantas utilizan estos compuestos para
excretarlos a la rizosfera de tal forma que se modifica la disponibilidad de
metales como el Fe, Al y otros. Asi mismo el efecto acidificante es utilizado para
manipular la disponibilidad de algunos elementos como el fésforo (Massonneau
et al; 2001 Sas et al., 2001)

Ademas de su enorme importancia en el metabolismo primario, en el ciclo de
Krebs, la glicdlisis, metabolismo de carbohidratos y lipidos, etc. Los acidos
organicos cumplen funciones clave en las estrategias que se utilizan las plantas
para tolerar el estrés (Ma et al., 2001), colectar nutrientes del suelo, aclimatarse
a la presencia de pesados metales asi como para controlar la flora microbiana

del filoplano y rizosfera (Lépez-Bucio et al., 2000)



Usos del acido citrico

El acido citrico es un producto normal del metabolismo de practicamente
todos los organismos aerobicos, ocupando un lugar clave en uno de los
mecanismos de produccion de energia, al que da su nombre, el acido citrico.

Se utiliza en la fabricacion de limonadas y sales efervescentes (mezclado
con bicarbonato de sodio, ambos polvo seco), otros derivados se utilizan como
purgantes, es un componente esencial de la mayoria de las bebidas
refrescantes, excepto las de cola, que contienen acido fosforico) a las que
confiere su acidez, con el mismo fin se utiliza en los caramelos, pasteleria,
helados, también se utiliza en la elaboracién de curtidos, pan, conservas de
pescados y crustaceos frescos y congelados entre otros alimentos
(Devore,1969).

Caracteristicas del acido citrico

Blas, (1963) citado por Ramos 2002 menciona que este acido no
contiene carbonos asimétricos y cristaliza con una molécula de agua, en la que
es faciimente soluble, a 130 °C pierde el agua de cristalizacion y funde a 153
°c y se descompone a temperaturas mas altas. Sus sales alcalinas son
solubles, las demas muy poco. Tienen un peso molecular de 192.12 M y una
densidad de 1542, kg/m® se encuentra en estado fisico en forma sélida y su

formula es la siguiente:

Figura:
El acido citrico o 2-hidroxi-1,2,3-acido propanetricarboxilico, un acido organico

carboxilico que contiene tres grupos de carboxilos.



HO,CCH, C (OH) (CO;H) CH.CO.H

CeHsO7

CO.OH

CO.OH CH; C CH: CO.OH

OH
Blas, (1963)

Es deseable y posible modificar artificialmente la concentracion de acidos
organicos presentes en la solucidon del suelo o en la solucion nutritiva del suelo.
Las estrategias para lograr dicha modificacién son el aumento de la tasa
fotosintética y de la tasa de transporte de carbohidratos hacia las raices, la
modificacion de los balances entre algunos nutrientes minerales seleccionados,
o bien la aplicacion exogéna de acidos organicos. En diferentes trabajos se ha
encontrado que al cambiar las caracteristicas quimicas de la solucion nutritiva,
se observa un impacto significativo sobre la productividad, calidad nutritiva y
calidad de procesado de algunas hortalizas (Albu- Yaron et al., 2000).
Adicionalmente, el cambio en la concentracién y disponibilidad de diferentes
nutrientes tanto en la solucién como en los tejidos modifica la susceptibilidad de

las plantas a enfermedades y plagas (Duffy et al., 1999)



Caracteristicas del Acido Benzoico

El acido benzoico (Cs Hs CO, H ) es un acido organico, solido cristalino
que se funde a 122 °C, hierve a 249 °C el acido carboxilico aromatico mas
simple. A demas de la sintonizacion de una variedad de compuestos organicos
(por ejemplo, alcoholbenzil bencilaldeol, benzaldeido, tolueno y &cido fdlico.).
Puede ser obtenido de las resinas, notablemente de la goma de benjui. Se
utiliza en gran parte para hacer sus sales y esteres lo mas importante el
benzoato de sodio, que se utiliza extensamente como preservativo en alimentos
y bebidas como antiséptico suave en enjuagues y cremas dentales. Los acidos
carboxilicos aromaticos mas importantes son el acido benzoico y los acidos
ftalico, los cuales se preparan en escala industrial por una reaccion conocida,
como la oxidacién de alquilbencenos. El tolueno y el xileno necesarios se
obtienen del petrdleo por reformacion catalitica de hidrocarburos alifaticos.
Cantidades mucho menores de estos arenos se aislan directamente del
alquitran de hulla. Otro precursor de acido ftalico es el naftaleno que también se
encuentra en el alquitran de hulla. (Calderén Saenz F.,1997)

El acido benzoico tiene una amplia utilidad como intermediario de
sintesis en muchos procesos organicos Yy algunos de sus esteres se emplean
como plastificantes y en la industria de la perfumeria (benzoato de bencilo). El
benzoato de sodio y acido benzoico se emplea en la industria de la alimentacién
como conservante y son los mas idoneos para los productos alimenticios, los
jugos de frutas y las bebidas no alcohdlicas, que por natulareza tiene un pH
acido. La produccion mundial estimada de acido benzoico es alrededor de 600
000 toneladas al a o. El acido benzoico esta presente de manera natural en

muchas plantas y en los animales. (Calderén Saenz F.,1997)

El acido benzoico es solo ligeramente soluble en agua, con frecuencia se utiliza

en su lugar el benzoato de sodio, que en condiciones acidas se convierte en



acido benzoico no disociado. Es una sustancia solida blanca ligeramente
soluble en agua. El benzoato de sodio es alrededor de 200 veces mas soluble
en el agua . el acido benzoico se utiliza como producto intermedio en la sintesis
de distintos compuestos, fundamentalmente el fenol (>50 %) de la cantidad

producida en todo el mundo y la caprolactama. (Calderén Saenz F.,1997)

Los acidos benzoicos se consideran reguladores de crecimiento o
herbicidas que interrumpen a las hormonas. La accidon primaria parece implicar
plasticidad de la pared de la célula y metabolismo del acido nucleico. Los
aumentos en estos procesos conducen a la division y al crecimiento
incontrolado de las células. Los herbicidas benzoicos fueron probados por
primera vez en los anos 40 estos contienen auxinas (las caracteristicas de la
hormona de crecimiento) que dan lugar al crecimiento celular excesivo. El
movimiento de los benzoicos de las a los meristemos terminales y de la raiz

pueden moverse también en la transpiracion (Calderon Saenz F.,1997)

Otros trabajos aplicando acidos organicos

Al-Bahrany y Al-Shabaan, (1995), reportan en un trabajo el efecto de los
acidos citricos y oxalico (aplicados al suelo calcareo) en la absorcion por la
planta del fosfato y de otros elementos, aplicados a las plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum), donde el efecto de las diferentes concentraciones
(5, 10, 15 mM) de los acidos citrico y oxalico, (0,1); estos disminuyeron la
absorcion del P por la planta y por lo tanto se vio afectado el crecimiento de la
planta en cuanto a su altura. Siendo el acido citrico el que causo mayor
disminucién. La declinacion en la absorcion de P fue atribuida al efecto
acumulativo de la sal, sin embargo, el efecto en los micro elementos fue
variable; aumento la absorcion del Fe y Zn con la aplicacion de ambos acidos,
también hubo efecto en la absorcidon del Cu pero en menor importancia y en

cuanto al Mn hubo una disminuciéon de su absorcidon con altas cantidades del



acido citrico. Cabe mencionar que ambos acidos aumentaron generalmente la
absorcion del Ca, Mg, K.

Senden et al., (1995), aplicaron acido citrico a las raices de plantulas de
tomate del cv. Tim para ver su efecto sobre la absorcidon y distribucion del
cadmio (Cd). Donde este fue medido por espectrofotometria-gama usando Cdy
el acido citrico fue medido con un detector ---- UV usaron, citrico, este fue
aplicado por el beta-espectrofotometro. EI Cd fue aplicado en periodos de 48
horas y el acido citrico por 24 horas el cual contribuyo para la preincubacion de
la planta, la cual dio lugar a la aplicacion de 2 veces la cantidad de acido citrico
en la raiz. La aplicacién de Cd y acido citrico no cambiaron la acumulacién del
Cd en la raiz ni en toda la planta, como resultado de la pre-incubacion aumento
su absorcioén al doble, en la raiz su transporte aumento de 5 a 6 veces y la
concentracion en tejidos y en el xilema aumenta de 6 a 8 veces formando al

parecer complejos con el acido citrico.

Borkowski et al., (1994), reportaron en un trabajo el efecto de la
temperatura en la quemadura de las extremidades de la col de china su control
por el nitrato de calcio o acido citrico, en su primer ensayo la siembra se hizo en
invernadero a mediados de enero, la mitad de las plantas se rociaron en 6 a 8
dias con una solucion de nitrato de calcio al 3%. La mitad de las plantulas fue
puesta a una temperatura de 10 °C menor que la del invernadero (19 a 9°C) 2
semanas antes de la cosecha. En un segundo ensayo la siembra se hizo a
mediados de julio al aire libre, para cosechar en octubre, también las plantas
fueron tratadas con nitrato de calcio. En un tercer ensayo, se hicieron 5
aplicaciones con atomizador de acido citrico al 0.25y 0.5 % a las plantas en 3
intervalos de 6 dias. Los resultados obtenidos mostraron que el nitrato de calcio
y el tratamiento con acido citrico no redujeron generalmente la incidencia de la
gquemadura de las extremidades, si no que redujo cuando las plantas fueron

puestas a baja temperatura.



Lattanzio et al.,(1989), en un estudio sobre el efecto de los acidos citricos
y ascorbico en la reaccion del bronceo por fenoles en la alcachofa cv Catanese
(Cynara scolimus L), Independientemente de la etapa de crecimiento de la
planta a baja temperatura en bolsas de polietileno cerradas, mostraron un
aumento inicial de fenoles, especialmente acido cafeico. Después de las
primeras 2 a 4 semanas, dependiendo de la temperatura de almacenaje, el
contenido de fenoles disminuyo y hubo cambios subsecuentes hasta la
cosecha. al igual con el contenido de fenoles, el efecto del PAL, aumento,
solamente con PPO (polifenoloxidasa) la actividad seguia constante y
disminuia. Los acidos citrico y ascorbico fueron eficaces en la calidad, también

en la vida util, un retardo importante en la reaccién de bronceado.

Sone K. Mochizuki T. (1996) en un estudio en la cualidad alimenticia
basada en el azucar y el grado de acido organico en 43 cultivares de fresa
crecidos en cultivos forzados, fueron evaluados y los lazos entre estos
caracteres y cualidades alimenticias excelentes tenian un contenido total
perceptiblemente mas alto de azucar, la relacion de transformacién acida total
de azucar/acido organico, la relacion de transformacion acida de sacarosa/acido
organico, y el grado acido organico total mas bajo que ésos con cualidad
alimentaria pobre. No habia diferencia significativa en el azucar y los grados de

acido organico entre los cultivares con cualidad alimenticia estable e inestable

Quelatacion

La quelatacion es la habilidad de un compuesto quimico para formar una

estructura en anillo con un i6n metalico resultando en un compuesto con

propiedades quimicas diferentes a las del metal original. (El quelante impide

qgue el metal siga sus reacciones quimicas normales), (Calderén Saenz F.,1997)
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Los iones metdlicos existen en solucibn en una forma altamente
hidratada; esto es, rodeadas por moléculas de agua. Al reemplazo de estas
moléculas de agua por una molécula de un agente quelante formando una
estructura compleja en anillo. Por su parte a la molécula que reemplaza el agua
se le llama ligando o quelante. Los ligandos mas importantes son: Acido citrico,
malico, tartarico, acido Etilen-Diamino-Tetra-Acético (EDTA) y el acido Tri-Poli-
Fosforico (TPPA), (Calderon Saenz F.,1997)

Muchos otros compuestos quimicos como los acidos humicos,
lignosulfénicos, los polisacaridos y algunos poli-alcoholes tienen propiedades

quelatantes. (Calderén Saenz F.,1997)

Solo los metales con una valencia igual o superior a +2 forman quelatos
en presencia de ligandos. Los iones metalicos con valencia +1 no forman
quelatos sino sales con él ligando como anidén. La quelatacién puede resultar en
un compuesto que sea soluble o insoluble en agua. La formacién de quelatos
estables solubles en agua se llama secuestracion.

(Calderén Saenz F.,1997)

Propiedades quimicas.

v" Muchos quelatos metalicos se forman en una proporcion molar 1:1
entre el i6n metalico y él ligando. Bajo ciertas condiciones se pueden
formar complejos estables con una proporcion mayor del ion metalico
o ligando.

v' La constante de estabilidad es una expresion de la relacion entre el
ion metalico quelatado y el i6n metalico libre. Las formulas usadas

para determinar las constantes son:
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Constante de estabilidad K = (ML)

quelato metalico

(M)* (L)  metal * ligando

Dado que la K usualmente los valores de K son muy altos, es comun

expresarlos en log K:

Constante de estabilidad log K = Metal quelatado

Metal libre

Cuadro 2.1 Constantes de estabilidad para los quelatos de acido citrico mas

comunes

Constante de

I6n metalico Valencia
Estabilidad Log K.
Fe +3 12.50
Al +3 7.00
Pb +2 6.50
Ni +2 5.11
Co +2 4.80
Zn +2 4.71
Ca +2 4.68
Cu +2 4.35
Cd +2 3.98
Mn +2 3.67
Mg +2 3.29
Fe +2 3.08
Ba +2 2.98
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Cuadro 2.2. Comparacion del efecto quelante en Cu del acido citrico con otros
quelatos.

Log K para % de metal
Ligando 2 % de metal libre
quelato de Cu quelatado
EDTA 11.0 99.99999 < 0.00001
NTA 7.6 99.99999 < 0.00001
TPPA 5.0 99.999 0.00002
Citrico 4.68 99.998 0.004
Malico 1.80 98.413 0.04
Lactico 1.07 91.67 0.10
Acético 0.53 70.6 0.69

(Calderén,1997 )

Cuadro 2.3. Comparaciéon del efecto quelante en Ca del acido citrico con otros

quelatos.
Log K para
Ligando % quelatado % libre
quelato de Ca
EDTA 11.0 99.99999 < 0.00001
NTA 7.6 99.99999 < 0.00001
TPPA 5.0 99.999 0.001
Citrico 4.68 99.998 0.002
Malico 1.80 98.413 1.587
Lactico 1.07 91.67 8.333
Acético 0.53 70.6 294

(Calderén.,1997 )
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Las féormulas usadas para determinar las constantes de estabilidad de los
quelatos reportados en la literatura, usualmente han sido medidos para las
condiciones O6ptimas. La constante de estabilidad de un complejo metalico
cambiaria con los cambios de pH. Esto puede afectar la forma en que los
complejos reaccionan. En general, los quelatos o no se forman o no son muy
estables en condiciones de pH’s muy bajos (2-3) 6 muy altos (10-12). (Calderon
Saenz F.,1997)

Cuando en un sistema hay mas de un metal presente, se formara
primero el quelato cuya constante de estabilidad sea mas grande, dicho de otra
manera, el metal con dicha constante desplazara a los metales con una
constante de estabilidad menor.

La fortaleza de los quelantes o ligandos se puede clasificar de acuerdo a
sus constantes de disociacidon. Los ligandos listados a continuacion estan en

orden descendente de sus constantes de disociacion.

Cuadro 2.4. Comparacion de la fortaleza de los quelantes.

EDTA Muy fuerte

DTPA Muy fuerte
NTA Fuerte
TPPA Medio
Glucodnico Medio
Citrico Medio
Tartarico Medio
Malico Débil
Lactico Débil
Acético Débil

(Calderon., 1997 )
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Los acidos organicos.

Pueden tener tres papeles en el medio de cultivo de plantas:

v' Actuar como agentes quelatantes, mejorando la disponibilidad de
algunos micro nutrientes.

v' Pueden actuar como amortiguadores en contra de los cambios de
pH.

v" Actuar como nutrientes.

Uso como amortiguadores.

Varios autores han encontrado que algunos acidos organicos y sus sales
de Sodio y Potasio regulan el pH de solucién hidropdnica (Trelease y Trelease,
1933), o en medio in vitro (Van Overbeek et-al., 1941, 1942;Arnow et-al., 1953),
sin embargo, no se admite que sean tan efectivos como los amortiguadores
sintéticos.

Por su parte, en los experimentos conducidos por Schenk y Hildebrandt
(1972) bajos niveles de iones de citrato y succinato no impidieron el crecimiento
de callos de una gran variedad de plantas, y parecen ser estimulantes en

algunas especies.

Complejante de metales

Acidos organicos divalentes tales como citrico, malico, maléico y
malodnico (dependiendo de las especies) son encontrados en la savia del xilema
de las plantas, donde junto con aminoacidos, ellos pueden complejar con iones
metal y asistir su trasporte (White et al., 1981). Estos acidos pueden también
ser secretados por las células y tejidos del medio de cultivo y contribuirian al
efecto de acondicionamiento. Olima y Ohira, (1980) encontraron que los acidos

citrico y malico, los cuales fueron liberados en el medio por células de arroz
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durante la segunda mitad de un lapso de tiempo, pudo haber quelatado el

Hierro disponible, para corregir una deficiencia de Fierro.

Papel nutricional

La adicion de acidos organicos, involucrados en el ciclo de Krebs, al
medio de cultivo pueden incrementar el metabolismo de NH;". (Gamborg y
Shyluk 1970) encontraron que algunos acidos organicos podrian promover la
utilizacién de amonio y la incorporacion de pequefas cantidades de piruvato de
sodio, acido citrico, malico y fumarico en el medio, fue un factor el cual permitio
cultivar células de Vicia hajastana a bajas densidades (Kao y Michayluk, 1975).
Por su parte Murashige y Tucker (1961), mostraron que el jugo de naranja,
adherido a el medio que contiene sales MS, promovié el crecimiento del callo de
Citrus albedo. El acido malico y otros acidos del ciclo de Krebs, también tienen
un efecto similar; de estos, el acido citrico es el que produce una mayor
estimulacién del crecimiento, a concentraciones de 10.4 mM puede ser efectivo
(Goldschmidt, 1976; Einset, 1978; Erner y Reuveni, 1981)

Aunque los acidos del ciclo de Krebs pueden actuar como
amortiguadores, ellos pueden también actuar como substratos para la sintesis
de aminoacidos de NH4+. Al ser asimilado en aminoacidos por via de la enzima
GDH (Glutamato deshidrogenasa), el ibn amonio es mas reactivo con el acido
a-Ketoglutarico el cual es producido por el ciclo de Krebs. Esta disponibilidad
puede gobernar la proporcion a la cual el amonio puede ser metabolizado por
esta ruta. (Edwin, 1996). Los acidos organicos pueden facilitar la absorcion de
NH;" cuando estos son la unica fuente de Nitrégeno y por su propio
metabolismo, asistir la conversion de NH;" en aminoacidos (Edwin, 1996).

Una vez absorbidos los metales divalentes son mantenidos solubles en
gran parte por quelatacién con ciertos ligandos celulares, entre ellos ciertos
aniones de acidos organicos, especialmente acido citrico parece ser el mas
importante de los ligandos para el transporte de Hierro, Zinc, Manganeso a
través del xilema (White et al, 1981; Mullins et al., 1986).
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El acido citrico asi como una amplia variedad de acidos organicos han

sido identificados en los exudados de las raices de los vegetales comunes,
cereales y soya (Manicura y Hovadik, 1985; Riveire, 1960; Tiffin, 1966). Se han
postulado que las plantas varian a la susceptibilidad, a las deficiencias de
micronutrientes debido a variaciones en las cantidades de los acidos organicos
producidos por las diversas especies (Hodgson, 1963; Wallace, 1963). Hoy en
dia esta bien documentado que los exudados de la raiz estan involucrados en la
liberacion de nutrientes en el suelo, los acidos organicos mas efectivos en
formar quelatos complejos estables con los iones metalicos son aquellos de tipo
Hidroxi-tricarboxilicos (Stevenson y Ardakani, 1972) tales como el acido malico,
tartarico, citrico, gluconico y lactico.
Los micro nutrientes quelatados son generalmente la fuente mas efectiva de
micronutrientes (Mortvedt, 1979). Entre los diversos agentes quelatantes, el
acido citrico forma quelatos estables, asimilables y fitocompatibles con la
mayoria de los cationes metalicos. El acido citrico ha sido usado para la
quelatacion efectiva de Mg, Ca, Zn, Mn, Fe, Cu, Mo, Co, y otros (Calderdn
Saenz F.,1997)

Droop (1961) demostré que la quelatacion del Cobre con citrato tiene
ventajas sobre el EDTA en suelos altos en Calcio y Magnesio debido a la
inferior afinidad del citrato por estos nutrientes. En un experimento simulando
sistemas radiculares de plantas (Hodgson, Lindsay y Kemper, 1967)
demostraron que el acido citrico agregado a un bloque de Agar, incrementé 100
veces la difusion de Zinc a partir de Zn, COs3, a través del bloque de agar hacia
una solucion externa.

Se ha demostrado que la excrecion de acidos organicos por las raices de
las plantas causa la liberacién de fosfatos insolubles en la solucion del suelo.
(Drake y Steckel, 1955; Pryanishnikov, 1934). M. archesini et al., (1966)
estudiaron el efecto de los acidos organicos y de los agentes quelatantes
sintéticos en la movilizacion del fésforo en el suelo. Ellos determinaron que los
acidos citricos, HEDTA, DTPA y EDTA fueron los mas efectivos agentes

quelatantes para la movilizacion del fosforo en suelos alcalinos. El acido citrico
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mostrd una accion claramente superior a los agentes quelatantes sintéticos en
suelos acidos.

Daniel et al., (1966) y Patel et al., (1983) demostraron que el acido citrico
incrementaba la disponibilidad del fosforo en suelos lateriticos, Struthers y Dale
(1950) reportaron que el citrato era el anibn mas activo en prevenir la
precipitacion del fosfato en presencia de Hierro y Aluminio.

Mortvedt, 1979 condujo cuatro experimentos en los cuales se comparé la
efectividad de varias fuentes de Zinc mezcladas solas o aplicadas con
suspensiones de Orto y Polifosfatos a un suelo deficiente de Zinc. El maiz se
cultivo por siete semanas y el rendimiento en peso seco y la absorcion de Zinc
fue determinada a la cosecha en cada experimento. Los resultados mostraron
que las fuentes quelatadas de Zinc fueron generalmente superiores a las
fuentes inorganicas. El rendimiento en materia seca fue maximo cuando el Zinc

fue aplicado como citrato de Zinc y también como Zinc EDTA.

Generalidades sobre los estomas

La hoja esta cubierta en ambos lados por una capa de células llamadas
epidermis, la cual contiene numerosas poros conocidos como estomas y a
pesar de pequefo tamafo, estos constituyen una ruta muy eficiente para el
intercambio gaseoso, que permite una perdida de agua en forma de vapor las
células foliares y se difunden con rapidez al aire mas seco y también explica la

dinamica en la fijacion de CO, Atmosférico (Ray, 1985)
Anatomia del estoma

En la anatomia estomatica, que comprende una estructura que conecta
los espacios aéreos interiores de la hoja con el aire extremo, cada estoma esta

rodeado por dos células, las células oclusivas o guarda, una a cada lado del

orificio llamado ostiolo. Estas células abren y cierran el estoma mediante la
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expansion y contraccion, contienen cloroplastos. La forma de los poros no es
circunferencial sino que generalmente son ovalados y elipticos (Santa Olalla y
de Juan 1993). La forma de los estomas es una caracteristica distintiva de los
diferentes grupos de plantas, siendo por ejemplo muy conocida la diferencia
entre mono y dicotiledéneas en la forma y distribucién estomatica (Thomasson,
1997)

Posicion de estomas en la hoja

Los estomas se pueden encontrar en diferentes partes de la planta: en
las partes florales (pétalos, sépalos), hojas, tallos, rizomas, etc. En plantas
herbaceas, los estomas se presentan en ambas superficies foliares (envés y
haz) aunque menciona también, que la mayoria se presenta en la superficie
adaxial (haz) son principalmente las plantas acuaticas (Willmer, 1983).

En ocasiones, los estomas se presentan solo en la superficie adaxial
(haz) de las hojas, pero con frecuencia se les encuentra en ambas superficies,
casi siempre con mayor abundancia en la parte abaxial (envés) mientras que
las plantas que crecen bajo la superficie del agua carecen de ellos. Los pastos
por lo comun tienen casi la misma densidad estomatica en ambas superficies
(Salisbury y Ross, 1992)

Por otro lado, la cantidad de estomas presentes en la superficie adaxial (haz) en
comparacion de la abaxial (envés) es caracteristica distintiva de diferentes
especies. Las plantas con mayor numero de estomas en el haz son llamadas

epiestomaticas, las que tienen mayor numero en el envés son hipoestomaticas

(caso de la mayoria de las hortalizas), mientras que aquellas con numero
aproximadamente igual de estomas en haz y envés son ambiestomaticas
(Gates, 1980).

La densidad estomatica

Los estomas son los poros adjuntos a las células guardas, en la epidermis de

las hojas, a través de la misma circula el CO,y el vapor desde el interior de los
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hojas. Los estomas estan a un rango de 20 um de longitud y el area de los
poros es de 0.5 a 1.2 % del area foliar (cuando el poro esta abierto al maximo).
El numero de estomas es cerca de uno por cinco células (indice estomatico) o
de 100 — 450 por mm? (densidad estomatica), el numero de estomas es
significativamente alto en la parte abaxial (abajo), que en la parte adaxial
(superior), de la hoja (Nedehoff, 1994)
La densidad estomatica, el numero de estomas por unidad de area presenta
una gran componente de variacion ambiental, por la que puede diferir entre
plantas de la misma especie, entre hojas de la misma planta y entre sectores de
una misma hoja (Esau, 1997). Dado que la densidad estomatica de las hojas
es una caracteristica conveniente de medir al analizar las relaciones agua —
planta y para encontrar indicadores que expliquen su rendimiento con relacion a
la intensidad y duracion de la sequia (Pérez y Chan, 1986).

Por lo comun cada mm? de superficie foliar tiene unos 100 estomas,
aunque el numero puede ser 10 veces mayor, se ha informado de un maximo
de 2,230 (Howard, 1969) sin embargo Roth (1976), informa que la densidad

estomatica varia entre 1,000 y 10,000 / cm? en plantas dicotiledéneas.
Factores sobre la densidad estomatica.

La densidad y tamafo de los estomas varia de acuerdo a la especie, la
variedad, y la posicién de la hoja, a su crecimiento, a la intensidad de la luz, a la
altura de la planta y ambiente del cultivo (Kuruvadi, 1989).

Por su parte Willmer (1983) indica que los factores de desarrollo genético
y ambiental se ven involucrados en la morfogénesis de los estomas. La
disponibilidad del agua, la intensidad de la luz, temperatura y concentracion de

CO? se observa con frecuencia afectando la densidad estomatica.

Movimiento estomatico

Sucede cuando la presion de turgencia dentro de las células oclusivas

aumenta, cuando hay mucha agua, las células se hinchan es cuando se tornan
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turgidas, asumiendo la forma de un platano. Al hincharse esas dos células el
espacio entre ellas aumenta, esto permite que el agua escape. Cuando
disminuye la presion de turgencia, es decir, cuando se ha evaporado mucha
agua las células oclusivas se tornan flacidas, entonces las paredes engrosadas
se aproximan, la hendidura entre ellas se cierran ( Salisbury y Ross, 1991;
Curtis, 2000).

Factores de movimiento estomatico

A continuacion se mencionan los posibles factores de movimiento estomatico

Aqua: Cuando el agua a disposicién de una hoja cae por debajo de cierto punto
critico (varia segun la especie) los estomas se cierran, limitando asi la posterior
evaporacion. Esto no es un efecto directo, el cierre de estomas ocurre mucho
antes de que la hoja pierda su turgencia y se marchite. EI ABA (acido absicico)
es una hormona que influencia los mecanismos de control hidroactivo y se
forma cuando hay reduccion de agua en las plantas, formandose ABA y
provocando un ligero cierre de los estomas para impedir la perdida excesiva

del potencial hidrico en la planta. (Bidwell, 1993).

Dioxido de carbono: En la mayoria de las especies, un incremento en la

concentracion de dioxido de carbono en los espacios porosos intercelulares de
una hoja causa el cierre de los estomas y las bajas concentraciones
promueven la apertura de estos , mas sin embargo, la exposicién a la luz pronto
causan la apertura estomatica, porque el CO2 del interior de la hoja es

consumido en la fotosintesis.

Luz: Es un fuerte factor de control, los estomas se abren a la luz y se cierran a
la oscuridad. Esto esta asociado a los cambios en la concentracion de CO2; la
fotosintesis consume CO2 lo que afecta la apertura estomatica, mientras que la

respiracion provoca que la concentracion de CO2 aumente.
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Temperatura: Esta influye sobre la apertura estomatica. Al incrementar la

temperatura se acentua la apertura de los estomas mientras el agua no llegue a
ser una limitante. Este parece ser un mecanismo protector contra el
calentamiento ya que la evaporacion del agua transpirada ejerce un efecto
refrescante (Salisbury y Ross, 1991; Curtis, 2000).

El cultivo del manzano

El manzano es un arbol de tercera dimensién, pues su altura es de 3.0 a 10.0
metros, de raices con magnitudes de 3.0 a 8.0 metros ;su tronco generalmente
es tortuoso y tiene ramas gruesas, copa ancha y poco regular, la raiz del
manzano no es tipica, rastrera, ramificada, con derivaciones secundarias
extendidas y una masa de raicillas que en conjunto, forman la cabellera, poseen
cofia y pelos absorbentes y alcanzan una longitud vertical de 1.5 a 2.0m y una
longitud horizontal de 3.0 a 6.0 m.

Clasificacion taxonomica

La clasificaciéon taxondmica del manzano segun (Razeto, B. 1993) es la

siguiente:
Reino--- vegetal
Division----------------- Traqueofitas
Subdivision------------- Pteropsidas
Clase Dicotiledénea
Subclase------------ Rosidae
Orden- Rosales
Familia- Rosaceae
Genero Malus
Especie Domestica
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El tallo: es un 6rgano que se desarrolla a partir del embridn de la semilla; al
principio es herbaceo y efectua cierta accion fotosintética, funcion que

posteriormente pierde al hacerse lefioso y constituirse en el tronco definitivo.

Las hojas: son caducas, alternas, acuminadas (es decir terminan en punta
corta, aserrada y con dientes obtusos) Son de un color verde oscuro por el haz
y lefioso y blanquecino por el envés y lo doble de largo que el peciolo, de

cuatro a ocho nervios alternados y bien desarrollados.

La flor: son grandes, casi dentadas o cortamente pedunculadas; abren unos
dias antes que las hojas; son hermafroditas de color rosa palido y a veces
blancas, en numeros de tres a seis unidades en corimbo. Un arbol carga
alrededor de 100,000 flores, pero solo basta con que el 2 al 4% de estas
lleguen a un buen término para que la fructificacién sea suficiente y se logre
una buena produccién (Kramer, 1982, citado por Hernandez, 1982)

Es una inflorescencia, es un corimbo formado de tres a ocho flores, cada
botdn floral tiene en su base dos yemas de madera; los botones florales pueden
ocupar una posicion lateral sobre la madera de dos anos. Las flores son del
grupo pentamero, con los estambres en la parte alta del pistilo; el ovario
presenta cinco alvéolos formados por la testa y el tegumento. El embridn
contiene una ridicula, el talluelo y dos cotiledones que envuelven a la plumula;
estos cotiledones son utilizados como reserva nutritiva. (Ramirez y Cepeda
1993)

El fruto: pertenece al tipo de pomo y cuenta con cinco alvéolos; el endocarpio
es cartilaginoso y en cada alveolo estan las semillas; el pedunculo del fruto es
longitud variable, el caliz es persistente y forma el ojo colocado en una
depresion mas o menos regular y profunda; la forma del fruto depende de la

variedad aunque es generalmente esférica. (Ramirez y Cepeda 1993)
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La semilla: es un 6vulo que alcanza su maduracion, se constituye por
tegumentos o cubiertas que lo envuelven y otro 6rgano llamado almendra, que

forma la mayor parte de la semilla; los tegumentos se encuentran en

produccion, (Ramirez y Cepeda 1993)
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion geografica

El presente trabajo de investigacion se realizo en el mes de abril del 2001
a Octubre del 2002 en el Departamento de Horticultura de la Universidad
Auténoma Agraria “Antonio Narro”, con domicilio en la Ex-Hacienda Buena vista
Saltillo Coahuila Méx. Km. 7.5 carretera Saltillo — Concepcién del Oro cuyas
coordenadas geograficas responden a los 25° 22" latitud Norte 101° 00”
Longitud Oeste con una altitud de 1743 msnm, con una precipitacion media

anual de 460.7 mm y con una humedad relativa media anual de 46.8 %.

Material utilizado

Material vegetativo

Se utilizaron 40 arboles de manzano (Malus Domestica) de la variedad Golden
vigas injertados en banco 106 con dos afos de edad.

Banco 106 otorga un 70% de vigor en relacion con un patron franco esta
ampliamente difundido en varios paises por su alto potencial productivo, vigor
moderado, libre de sierpes y resistencia a pulgon lanigero.

La variedad Golden vigas (mutante): En comparaciéon de otras
variedades requiere menor cantidad de horas frio (750), presenta un alto
amarre de fruto en la ultima semana de febrero y la primera de marzo, su forma
del fruto es chata, por lo que puede cosecharse 15 dias antes que la golden

normal (Ramirez, H., y Lépez- Bernal, et 1985)
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Materiales utilizados

Se utilizaron como macetas 40 botes con una capacidad de 50 litros donde se
llenaron con una mezcla al 50% v/v de arena salicilica y peat moss de la marca
TBK Premier en donde los arboles fueron fertilizados con una solucion douglas
con una CE .89 mSm™ y pH 7.3 en cantidad de 12 litros por maceta, esta
solucién se aplico dos veces por semana la primera vez iniciando la semana,
otro riego a mitad de semana y la segunda fertilizacion el fin de semana. Los
acidos organicos (citrico, benzoico), se aplicaron cada dos semanas (15 dias),

disueltos en la solucién nutritiva.

Establecimiento del experimento

Los arboles fueron adquiridos en el rancho del Ing. Nacho Gonzales, (06 abril
del 2001), fueron puestos en un hoyo mientras se transplantaban para evitar la
deshidratacion de las raices, posteriormente estos fueron plantados en las
macetas de plastico de 20 litros en donde fueron colocados dentro del
invernadero numero 3 ubicado en Departamento de Horticultura, para después
iniciar la aplicacion de la solucién douglas dos veces por semana de acuerdo a

lo descrito por Douglas (1976)

Una vez establecido el trabajo se distribuyeron los tratamientos, usando
el disefio experimental completamente al azar quedando 5 tratamientos y 8
repeticiones para después asignarles él numero de tratamiento y repeticion.
Después de permanecer 7 meses (abril- noviembre) en el invernadero, estos
fueron colocados a campo abierto y a la vez se aumento la capacidad de los
botes de 20 litros a 50 esto debido al tamafio de las raices que estos
presentaban, otro factor importante por el cual se decidi6 cambiarlos a cielo
abierto fue debido al desequilibrio de temperaturas que se presentaron dentro,
afectandoles a estos para reunir la cantidad de horas frio que el frutal del

manzano, fisiolégicamente requiere de un periodo invernal, el cual pasa en
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estado de letargo una vez que se ha defoliado. Este estado le permite
endurecer su madera y demas dérganos aéreos, obteniendo proteccion contra
las temperaturas de congelacién que se presenta durante el periodo invernal.
Esta necesidad hace brotar en primavera las yemas florales y vegetativas.
Transcurrido esto sé continuo con la aplicacion de los acidos organicos vy la
solucion nutritiva (douglas) con una conductividad eléctrica de .89 mS m™ y con
un pH de 7.3, aplicandoles a estos una cantidad de 12 lts/maceta para que los
arboles tuvieran una mejor respuesta de adaptacion en las macetas,
transcurridos estos mismos meses del ano se hizo una poda de formacién para
eliminarles la dominancia apical y a la vez proporcionarles una estructura buena

al frutal para cuando produzcan frutos.

Las aplicaciones de los 4&cidos organicos se hizo a diferentes
concentraciones: acido citrico (AC) 10° M y AC 10* M, Benzoico (AB) 10 M,
AB 10 M. Se hizo cada 2 semanas (15 dias) aplicando por cada tratamiento 12
litros de agua para abastecer las necesidades del manzano. Estas aplicaciones
tuvieron una duraciéon aproximada de 18 meses (abril del 2001 a octubre del
2002). Después de esto se procedié aplicar tres eventos de estrés hidrico en las

plantas de manzano como a continuacion se describe.
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Cuadro 3.1. Eventos de estrés hidrico

26-Junio-02 inicia el 1*" estrés ::> 03-Julio-02, inicia riego de
hidrico recuperacion.

Ve \4
17-Julio termina estrés e 10-Julio-02 inicia 2% semana
inicia riego de recuperacion. de estrés hidrico.
\\§

] . or ) 31-Julio-02 inicia el riego de
24—J.ullo—02 inicia el 3™ estrés recuperacion.
hidrico.

/

Inicia aplicacién de acidos 2° conteo de estomas, analisis
organicos y el riego normal. de minerales y 1°" azucares,

almidon.
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Disefio experimental y tratamientos

Se utilizo un disefio experimental completamente al azar con 5 tratamientos y 8

repeticiones.

TO Testigo

T1 4cido benzoico  10*M
T2 4cido benzoico  10°M
T3 4cido citrico 10° M

T4 Acido citrico 10* M

Variables evaluadas

Conteo de estomas en hojas

Primeramente para esta variable se buscaron ramas orientadas al poniente
siendo la segunda rama y de esta tomando la cuarta hoja de arriba hacia abajo
para después ser llevadas al laboratorio y preparar una porcion de poliestireno
con xileno para diluirlo en una caja petri obteniendo una solucion viscosa,
después se aplico con la yema del dedo un poco de esta mezcla en el haz y el
enveés, se dejo ventilar por unos minutos y después, con una cinta de pegar le
fue puesta para poder sacar una impresion tanto del lado adaxial como abaxial
para después contabilizar el numero de estomas. al inicio se tenia pensado
contabilizar las células tabloides pero debido a su poca visibilidad de estas en el
microscopio no se llevo acabo, esta practica se determino 2 veces la primera
fue en el mes de septiembre del 2001 después de un tiempo de estar aplicando
los acidos organicos y la solucion douglas, la segunda vez se hizo en agosto
del 2002 del siguiente afno este conteo ya tenia aplicado el evento de estrés

hidrico, contando ya con esto se procedié hacer el conteo de estomas con la
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ayuda del microscopio de tipo compuesto de la marca Rossbach, se uso el
objetivo 40X, se seleccionaron cuatro campos diferentes de cada muestra
(envés) contando asi el numero de estomas por cada campo, para sacar el area
del campo en el microscopio; Se dividié el numero del ocular (10 X) sobre el
numero del objetivo de (40 X) obteniendo un diametro de 0.25 mm en el plano
del objetivo, con este dato se saco el area del campo utilizando la formula de a

= r* teniendo asi A = 0.0491mm? de area (campo).

Determinacion de elementos minerales

Se realizaron dos determinaciones de nutrientes en las hojas, una fue después
de 5 meses de haberse establecido el experimento, esto ya con las aplicaciones
de acidos organicos, y solucién douglas, la segunda determinacion fue después
de afo y medio con la aplicacion de los eventos de estrés hidrico ( octubre del
2002) en donde los elementos determinados fueron N, P, K, Ca, Mg, Fe, Zn,
Mn, Na, Cu, estos se reportaran en % y ppm dependiendo del elemento, se
utilizo un destilador de microkjeldahl marca LABCONCO para determinacion de
N, el fésforo se determino por el medio de Olsen, y por absorcidon atémica para
los otros elementos. Estas muestras de hojas se tomaron de cada tratamiento
(TO, T1,T2, T3, T4), escogiéndose al azar estando orientadas hacia al oriente
tomando de cada arbol la cuarta hoja del apice de la segunda rama con brotes

del ano.

Desarrollo fenolégico

Para esta variable se utilizo un vernier y cinta métrica, para el diametro basal se
tomo la lectura 5 cm arriba del injerto, para el diametro de la punta se tomo 20
cm después del punto de crecimiento del afo, para el crecimiento en longitud
del afio se hizo con una cinta métrica, a partir del punto de crecimiento hasta la
punta del mismo, para el conteo del numero de hojas se tomo de referencia

desde las brotadas de la base hasta la punta estas mediciones y conteos se
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hicieron dos veces una el primer afo de crecimiento, y la segunda el siguiente

ano.

Determinacion de C.E y pH

Se utilizo un potenciometro para la determinacién del pH y para la conductividad
eléctrica se hizo con un conductivimetro estas determinaciones se aplicaron a la

solucion douglas y a los acidos organicos por separado

Contenido de almidones

Se utilizo el método de AOAC; 1980; se determino él % de almidon en las hojas

de cada uno de los tratamientos, obteniendo una media del muestreo.

Contenido de azucares totales

Se determino el contenido de azucares en las hojas de manzano, por el
método: “Colorimetric meted for determination of sugar and related substances”
descrito por dubois M., et al.,(1956) y se reportara en miligramos de azucares

por gramo de muestra.

Contenido de azucares reductores

Se determino la concentracion de azucares reductores en hojas por el método
“Use of Dinitrosalicylic Acid reagent for determination of reducing sugar” (Miller,
1959) y es reportada en miligramos de azucares reductores por gramo de

muestra.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 4.1 Concentracion de nutrientes minerales en hojas de manzano con

acidos organicos y solucion douglas sin evento de estrés hidrico, (ppm y %)

Cu Mn Zn Fe Na
0,

Mg
ppm ppm ppm ppm %o 9

Ca K N P
% 0

Tratamiento A % % A

—

Testigo 72 31 184 0.0135 0.249 1.220 1.419 1.9 140
AB 10 M 1 83 27 60 0.0096 0.399 2.039 1.715 1.7 0.77
AB 10° M 2 114 26 161 0.0124 0416 2.114 1433 1.5 1.47
AC 10° M 1 98 23 146 0.0180 0.467 2.549 1612 1.5 1.20

AC 10* M 1 122 24 217 0.0078 0.574 3.067 1509 1.9 1.18

Valores del primer muestreo de minerales

Al aplicar los acidos organicos citrico y benzoico hubo un aumento en los
minerales tales como el Cu, Mg, Ca, Ky P. Como se muestra en el cuadro (4.1)
esto sucedio antes de la primera aplicacion de estrés hidrico siendo iguales a
los reportados por Al-Baahrany y Al-Shabaan al aplicar acido citrico y oxalico
en tomate en suelo calcareo. Para el Fe y Zn los mismos autores reportaron
incrementos, mientras que en el manzano, a excepcidon del tratamiento de AC
10 M, lo que obtuvo fue disminucidn en estos elementos. Es probable que esta
ultima respuesta dependa del sustrato utilizado en este caso peat moss. Por
otra parte se requiere determinar la concentracion 6ptima de acidos organicos,

qgue segun los resultados parece ubicarse en valores menores a 10* M.
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Cuadro 4.2 Mediciones de crecimiento en la morfologia del manzano, sin

estrés hidrico.

Diametro Diametro Longitud

Tratamientos Basal Punta Crecimiento N® hojas
T0  Testigo 210 a 850 a 68.06 a 36.88 a
T1 AB10*M 199 a 838 a 73.69a 40.13 a
T2 AB10°M 205a 875a 62.56 a 36.50 a
T3 AC10°M 218 a 813 a 68.87 a 37.25a
T4 AC 10 M 213 a 838 a 68.63 a 41.75 a

Los promedios de la misma letra no son diferentes seguin la prueba de Duncan (P <0.05)
Primer muestreo de morfologia de manzano

Para estos parametros evaluados no se obtuvieron diferencias
significativas entre los tratamientos de las variables (Cuadro 4.2), en lo que
respecta a diametro basal, didametro de la punta, longitud en crecimiento vy
numero de hojas por planta. El cual no coincide con Ramos Martines J. F.
(2002), donde reporta un incremento en biomasa, modificacion en el
crecimiento y desarrollo en plantula de lechuga. No coincidiendo tampoco con
Salazar Torres (2001) donde reporta un incremento en biomasa en plantulas de
chile.

Tampoco coincide con Palafox Arenas (2001) donde el AB aplicado
foliarmente dio un efecto positivo sobre el crecimiento y desarrollo en planta de
meldn. Esto quiza se deba a que es un frutal caducifolio comparado con las

hortalizas.
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Cuadro 4.3 Promedios de indice estomatico evaluados en el envés de la hoja

de manzano sin estrés hidrico.

Tratamientos

indice estomatico en envés

TO  Testigo
T1 AB10*M
T2 AB10°M
T3 AC10° M
T4 AC10* M

789 b
1041.24 a
791.75b
1038.70 a
1036.15 a

Los promedios de la misma letra no son diferentes segun la prueba de Duncan (P <0.05)

En este primer muestro de indice estomatico se observaron diferencias

significativas en la densidad estomatica entre tratamientos siendo mejor los

tratamientos con AC 10* M AC 10° M, donde se muestra en la (figura 1)

graficamente. Esto coincide con Salazar Torres, (2001) y con Ramos Martinez

en el (2002) donde reportan un incremento en la densidad e indice estomatico

en planta de lechuga y de chile. En el (Cuadro 4.3 ) se muestra diferencia

significativa entre los tratamientos que se aplico acido citrico y acido benzoico

en relacion con el testigo .
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Figura 1. Densidad estomatica abaxial en hojas de manzano con aplicacion de acidos

organicos.

Cuadro 4.4. 2% determinacion de nutrientes minerales en hojas de manzano

con estrés hidrico, (ppmy %)

Tratamiento Cu Mn 2Zn Fe Na Mg Ca K N P
ppm ppm ppm ppm % % % % % %
Testigo 8 87 46 270 079 7174 2228 1.843 1.61 0.229
AB 10* M 7 78 32 223 066 7.823 2557 2.087 1.61 0.229
AB 10° M 7 99 32 269 0.086 7.634 2209 197 231 0.229
AC 10° M 7 77 30 232 0.086 7.702 2.305 2.067 1.82 0.2125
AC 10" M 10 76 25 208 0.078 5.811 1.616 1.436 2.59 0.2040

Valores del segundo muestred de minerales
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En esta segunda determinaciéon de nutrientes minerales no se observo
comportamiento diferente al primer muestreo ya que al aplicar los acidos
organicos citrico y benzoico hubo un aumento en los mismos minerales tales
como el Cu, Mg, Ca, K, P. Como se muestra en el cuadro ( 4.4 ). Esto sucedio
después de la aplicacion de los estrés hidricos siendo iguales a los reportados
por Al-Baahrany y Al-Shabaan al aplicar acido citrico y oxalico en tomate en
suelo calcareo. Lo mismo que lo anterior mencionado por los mismos autores
mencionaron un incremento para el Fe y Zn, mientras que en el manzano, a
excepcion del tratamiento de AC 10™ M, con respecto al testigo lo que obtuvo
fue disminucién en estos elementos. Es probable que esta ultima respuesta
dependa del tipo de sustrato utilizado para el soporte del arbol como

anteriormente se menciono.

Cuadro 4.5 Mediciones de crecimiento en la morfologia, aplicado el estrés

hidrico.
Tratamientos Diametro Diametro Lor_lgl_tud N° hojas
Basal Punta Crecimiento
T0 Testigo 27.31a 11.92 a 70.88 a 28.50 a
T1 AB10* M 28.56 a 24.79 a 68.13 a 31.88 a
T2 AB10° M 26.68 a 11.04 a 63.88 a 30.00 a
T3 AC10°M 304.15 a 12.12 a 72.63 a 31.00 a
T4 AC10*M 28.00 a 11.50 a 67.94 a 33.00 a

Los promedios de la misma letra no son diferentes segtin la prueba de Duncan (P <0.05)
Segunda determinacion de morfologia del manzano

No se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos de las
variables (Cuadro 4.5), en lo que respecta a de diametro basal, diametro de la
punta, longitud en crecimiento y numero de hojas por planta. El cual no

coincide con Ramos (2002), donde reporta un incremento en biomasa,
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modificacion en el crecimiento y desarrollo en plantula de lechuga. No
coincidiendo tampoco con Salazar Torres (2001) donde reporta un incremento
en biomasa en plantula de chile. Tampoco coincide con Palafox Arenas (2001)
donde el AB aplicado foliarmente presento un efecto positivo sobre el
crecimiento y desarrollo en planta de melon. Esto quiza se deba a que es un

frutal caducifolio comparado con las hortalizas.

Cuadro 4.6 Promedios de conteo del indice estomatico aplicando el estrés

hidrico.

Tratamientos Indice estomatico en envés
TO Testigo 730.65 ¢

T1 AB10*M 723.01¢

T2 AB10°M 738.29 ¢

T3 AC10° M 1046.33 a

T4 AC 10" M 888.49 b

Los promedios de la misma letra no son diferentes segun la prueba de Duncan (P < 0.05)

Se observaron diferencias significativas en la densidad estomatica entre
tratamientos siendo el mejores los tratamientos con AC 10* M AC 107 M,
donde a continuacion se muestra graficamente en la (Figura 2). Coincidiendo
con Salazar Torres, (2001) y con Ramos Martinez en el (2002) donde reportan
un incremento en la densidad e indice estomatico en planta de lechuga y de

chile.
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Figura 2. Densidad estomatica abaxial en hojas de manzano con aplicacion de acidos

organicos y los eventos de estrés hidrico.

Cuadro 4.7 Promedio de frutos de manzana realizado dos veces.

Tratamientos Frutos 1 Frutos 2
TO Testigo 7.75 a 513 a
T1 AB10*M 6.25 a 2.50 a
T2 AB10°M 6.63 a 6.38 a
T3 AC10° M 6.13 a 488 a
T4 AC10*M 7.38a 5.50 a

Los promedios de la misma letra no son diferentes segtin la prueba de Duncan (P < 0.05)
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No se obtuvieron diferencias significativas, para los frutos estos
comparados con el testigo. Donde no coincide con Garcia Pacheco (2002)

donde reporta un incremento significativo del fruto en planta de tomate.

Cuadro 4.8 Valores promedios de almidon, azucares totales y azucares

reductores.

Azucares Azucares
Tratamientos Almidoén % reductores totales

(mg.g ™) (mg.g ")
T0 Testigo 94.033187 0.0201112 0.0626955
T1 AB10*M 106.9589 0.0196869 0.0638328
T2 AB10°M 391.83347 0.0277483 0.0609895
T3 AC10°M 199.83122 0.0235055 0.0649701
T4 AC10*M 75.63725 0.0192626 0.0584305

Determinacion de % de almidon, Azucares totales en mg/g-1,Azucares reductores mg/g-1

Contenido de Almidon

El efecto sobre la aplicacion de acidos organicos, esta claramente
marcado ya que hubo una mayor cantidad de almidones en todos los
tratamientos a excepcién del tratamiento de AC 10* M donde se observa una
disminucién de almidén esto comparado con el testigo cabe remarcar que esta
determinacién se llevo acabo en hojas de manzano. Badui,(1981), reporta que
el almidon se encuentra en los cereales, tubérculos y en algunas frutas como

polisacarido de reserva energética y su estado de madurez del fruto.
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Concentracion de Azucares Reductores:

En la concentracion de azucares totales se observo que hubo un
pequefo incremento entre los tratamientos observandose un mejor contenido
en el tratamiento, AB 10 M. No coincidiendo con Garcia-Pacheco (2002) quien
reportd incremento en azucares totales en frutos de tomate aplicando AC
1X10™ M.

Concentracion de Azucares Totales:

Al comparar los tratamientos (Cuadro 4.8), se observa que hay un
aumento en la concentracién de azucares reductores para el tratamiento AC
10 M al aplicarsele Acido Citrico. Esto concuerda con lo dicho por Servaites et
al., (1989), que menciona que la concentracidn de sacarosa en hojas y tallos de
las plantas, presentan una correlacién inversa con el contenido de almidones en
los tejidos. Normalmente los niveles altos de sacarosa indican una mayor tasa
de transporte de fotosintatos y se relacionan positivamente con la

productividad.
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CONCLUSIONES

Las respuestas observadas en las plantas frente a los acidos organicos
se refirieron al contenido de minerales en el tejido foliar y a la densidad
estomatica, no observandose cambios significativos en la morfologia y
crecimiento de la planta.

Se observo un incremento en la concentracion de cationes y una
disminucién en los aniones en el tejido foliar con la aplicacion de estrés
hidrico y sin la aplicacion del mismo.

La densidad estomatica abaxial aumentd como respuesta a la aplicacion
de acidos organicos.

Los azucares totales y reductores se ven incrementados al aplicar acidos
organicos.

Se concluye que el AC, AB, son repetibles en arboles de manzano en lo
que respecta densidad estomatica, absorcion de minerales, a excepcion
de incremento en biomasa en donde no se observo diferencia
significativa en los arboles.
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