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Resumen. Es una realidad que el cambio climdtico ocasiona al-
tibajos en la produccién fruticola. Esto, como resultado de altera-
ciones en factores ambientales. Las temperaturas adversas, extremas
en la regién fruticola del norte de México ocasionan trastornos en
la fisiologfa de los drboles de manzano (Malus domestica Borkh.).
El crecimiento vegetativo excesivo y la reduccién en la formacién
de yemas florales se destacan entre ellos. En este trabajo se eva-
lué el efecto de Prohexadiona de calcio (P-Ca) y dos citoquininas:
6-bencilaminopurina (BAP) y Né-furfuriladenina (kinetina) sobre
el crecimiento vegetativo y reproductivo en drboles de manzano cv.
Golden Delicious. Ademis, se determiné su influencia en la concen-
tracién de fotoquimicos antioxidantes como carotenoides y vitamina
C. El experimento se realiz6 en Arteaga, Coah., México. Se utilizé
un disefio completamente al azar con 12 tratamientos. Estos fueron:
Testigo, Prohexadiona de calcio (P-Ca) a dosis de 150, 300 y 450
mg/L y citoquininas (Ck) [6-bencilaminopurina (BAP) + N6-fur-
furiladenina (kinetina)] a concentraciones de 150 y 300 mg/L, y las
combinaciones de estos biorreguladores a las dosis mencionadas. La
unidad experimental comprendié dos drboles por tratamiento. Las
variables evaluadas fueron crecimiento vegetativo, determinacién de
peso, concentracién de carotenoides y vitamina C en frutos maduros
y retorno floral. P-Ca redujo notablemente el exceso de crecimiento
vegetativo y estimul6 el retorno floral del ciclo siguiente; ademis,
incrementd la concentracién de carotenoides y vitamina C en frutos.
Las citoquininas aplicadas individualmente o combinadas con P-Ca
produjeron frutos de mayor peso, y aumentaron sus concentraciones
de carotenoides y vitamina C. Ademds, se incrementd la induccién
de yemas florales.
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Abstract. It is well established that the climatic change is alter-
ing yield in fruit trees. This adversity reflects, among others, extreme
temperature modifications in northern Mexico. This effect modifies
negatively the physiology of apple trees (Malus domestica Borkh.),
originating excessive shoot growth and a decrease in flower bud for-
mation. In this study, Prohexadione-Ca (P-Ca), 6-benzyl amino pu-
rine (BAP) and N6-furfuryladenine (kinetin) were evaluated on shoot
and reproductive growth in Golden Delicious apple trees in Arteaga
Coah., Mexico. A completely randomized design with 12 treatments
was used. These were: Control, Prohexadione calcium (Ca-P) at doses
of 150, 300 and 450 mg/L, cytokinins (CK) [6-benzylaminopurine
(BAP) + N6-furfuryladenine (kinetin)] at concentrations of 150 and
300 mg/L, and combinations of these bioregulators to the doses men-
tioned. The experimental unit consisted of two trees per treatment.
Variables evaluated were: shoot growth, fresh weight, vitamin C, and
carotenoid concentration in fruit and return bloom. P-Ca drastically
reduced shoot growth and increased return bloom. Carotenoids and
vitamin C concentrations were increased in fruits with this retardant.
Cytokinins applied individually or in combination with P-Ca caused
increments on flower bud formation, fruit weight, and carotenoid and
vitamin C concentrations in harvested fruits.
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INTRODUCCION

La estadistica de 2014 indica que la superficie de manzano
(Malus domestica Borkh) en México fue de 60409 ha con una
produccion de 716864 toneladas. Los principales estados pro-
ductores son Chihuahua (73%), Durango (11%) y Coahuila
(5%). El valor total de la produccién en ese afio fue de 3122
millones de pesos (SIAP, 2015).

Es de conocimiento general que el cambio climdtico es una
de las principales causas de los altibajos en la produccién de
alimentos horticolas. Esta condicién se refleja en trastornos
fisiolégicos en drboles frutales como brotacién deficiente, dis-
minucién de yemas florales, frutos pequefios, caida de frutos y
crecimiento vegetativo excesivo.

El cultivo de manzano requiere de un equilibrio entre las
fases vegetativa y reproductiva. Sin embargo, un manejo técni-
co inadecuado o la influencia en afios recientes de alteraciones
naturales en temperaturas y radiacién solar han contribuido
adversamente en las bajas producciones y calidad de la fruta
cosechada en diferentes partes del mundo. En base a estas ex-
periencias, es notoria la busqueda de opciones en la actualidad
que permitan mejorar la produccién y calidad de manzana.
Esto permitiria aprovechar el potencial genético de este frutal
y contribuir a cosechar frutas de mejor calidad para el consu-
midor (Forshey et al., 1992).

Los biorreguladores son un amplio grupo de substancias
orginicas naturales que influencian distintos procesos fisio-
légicos a bajas concentraciones. Los procesos influenciados
consisten principalmente en el crecimiento, diferenciacién y
desarrollo (Davies, 2010).

El uso de biorreguladores en el manejo integral del manzano
es una alternativa de gran interés (Yuri et al., 2002). La apli-
cacién de dos o mds de esos compuestos han mostrado mayor
eficacia en diversas especies fruticolas (Costa et al., 2004).

La P-Ca es un retardante del crecimiento que inhibe tem-
poralmente la sintesis de las giberelinas biolégicamente activas
A, A,y A, esto ocasiona una reduccién en el crecimiento ve-
getativo longitudinal de ramas en drboles frutales como peral y
manzano. Lo anterior ocurre considerando que la P-Ca tiene
una estructura muy similar a la del 4cido 2-oxoglutirico que
es el co-substrato de las desoxigenasas involucradas en las fases
tardfas de la biosintesis de las giberelinas activas. Por lo tanto,
una alta concentracién de P-Ca en el citoplasma da lugar a una
reduccién en la tasa de sintesis de las giberelinas sefialadas, y
por ende a una acumulacién de las giberelinas bioldgicamente
inactivas A, A; y A, (Rademacher, 2000).

La aplicacién oportuna de un inhibidor de la sintesis de
giberelinas en el momento indicado, con el objetivo de reducir
el vigor de la planta, puede ser la diferencia entre un ciclo
altamente productivo y uno muy poco productivo. Black y
Ehlendfelt (2007) demostraron que la aplicacién de gibereli-
nas a plantas jovenes de mora azul logré inhibir la induccién

de yemas florales casi al 100%.

Las citoquininas forman parte de un grupo de hormonas
vegetales que promueven la divisién y la diferenciacién celular.
Su nombre proviene del término (citokinesis) que se refiere al
proceso de divisién celular. Son hormonas fundamentales en
el proceso de organogénesis en las plantas y en la regulacién
de diversos procesos fisioldgicos como fotosintesis, regulacién
del crecimiento (dominancia apical), senescencia, apoptosis
vegetal, resistencia a patdgenos, y tolerancia y evitacién de
herbivoros (Sakakibara, 2004; Schifer et al., 2014).

Las citoquininas como BAP y kinetina se han utilizado
para reducir la dominancia apical y estimular brotes laterales
en drboles de manzano (Faust, 1989). La aplicacién de BAP
también estimula el desarrollo de brotes laterales en drboles
frutales caducifolios en vivero (Hortko et al., 1997); ademas,
ha mostrado potencial para inducir el desarrollo de yemas flo-
rales en arboles de manzano del cultivar Scifresh / M9 (Pal-
mer et al., 2005).

El objetivo de nuestro trabajo fue conocer los efectos de los
reguladores de crecimiento: prohexadiona de calcio (P-Ca),
6-bencil amino purina (6-BAP) y 6-furfuril adenina (kinetina)
en el crecimiento, retorno floral, peso de fruto, y concentracién
de carotenoides y vitamina C en manzano cv. Golden Delicious
en la regién de Jame, Mpio. Arteaga Coahuila, México.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizé durante la primavera 2013-2014
en una huerta localizada al sur del municipio de Arteaga en el
estado de Coah., México (25° 21’ 45,48” N y 100° 38 36,23”
O; altitud: 2170 msnm).

El material vegetal consisti6 en drboles de manzano de 14
afios de edad cv. Golden Delicious / MM111.

Se utilizé un disefio completamente al azar con 12 trata-
mientos. Estos fueron: Testigo, Prohexadiona de calcio (P-Ca)
a dosis de 150, 300 y 450 mg/L, citoquininas (Ck) [6-benci-
laminopurina (BAP) + Né6-furfuriladenina (kinetina)] a con-
centraciones de 150 y 300 mg/L, y las combinaciones de estos
biorreguladores a las dosis mencionadas. La unidad experi-
mental comprendié dos drboles por tratamiento.

Los tratamientos se aplicaron mediante aspersién inician-
do con P-Ca el dia 21 de abril, mientras que 7 dias después
se aplicé el tratamiento con citoquininas. Una segunda aplica-
cién con P-Ca se realizé 15 dias después de la primera, utili-
zando las mismas dosis.

Las variables evaluadas fueron:

Crecimiento vegetativo. Este pardmetro se evalué en 3
ramas orientadas dentro de los cuatro puntos cardinales del
primer piso de cada uno de 2 drboles por tratamiento, los cua-
les fueron considerados como repeticiones. El crecimiento se
midié semanalmente con un vernier digital modelo CALDI-
6MP escala 0-15 cm (didmetro) y una regla BACO de 50 cm
(largo) durante el periodo de desarrollo vegetativo.
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Peso de fruto. La determinacion del peso en frutos se efec-
tué al momento de la cosecha en el mes de septiembre. Se
pesaron un total de 20 frutos por tratamiento seleccionados al
azar los cuales se consideraron como una repeticién cada uno,
utilizando una balanza digital (Sartorious Electronic Toploa-

der modelo1006 MP9).

Retorno floral. La formacién floral se evalué el 21 de abril
de 2014 al realizar el conteo de la totalidad de inflorescencias
formadas en tres ramas principales del primer piso de cada
drbol previamente seleccionadas; cada rama fue considerada
como una repeticion.

Determinacién de vitamina C. La concentracién de vi-
tamina C en frutos se determiné con la técnica modificada y
previamente reportada por Gutiérrez et al. (2007). Se cosecha-
ron 3 frutos tomados al azar para cada tratamiento. Cada fruto
se considerd una repeticién; de este se extrajeron 5 muestras
con un sacabocados que se congelaron a una temperatura de
-82 °C en un congelador de laboratorio de baja temperatura
(KW modelo Premium Line Series 8061) por un periodo de
24 h. Luego, se tomaron 5 g de cada muestra y se liofilizaron
con un equipo (Freezone 4.5) a una temperatura de -84 °C
y una tensién de 3 atm. El tejido liofilizado se maceré en un
mortero congelado y 50 mg fueron depositados en un tubo
(Eppendorf) de 1,5 mL conteniendo 1 mL de agua: acetona
(1:1). Los tubos se sometieron a agitacién en un vortex por 30
s y posteriormente se sonicaron por 10 min con un sonicador
(Branson modelo 1510). Los tubos nuevamente se sometieron
a vortex por 60 s y se centrifugaron a una temperatura de
—4 °C a 12000rpm por 10 min para sedimentar la fase sélida.
Se extrajo el sobrenadante con una jeringa de 5 mL adjunta a
un filtro de cuatro micras. Dicho sobrenadante se deposité en
un tubo (Eppendorf) que posteriormente se desgasific por
5 min en el sonicador para remover las burbujas de aire. Se
tomaron 60 pL. de la muestra y se inyectaron en la celdilla de
un cromatégrafo liquido (Thermo Scientific modelo Spectra
System P4000). La fase mévil utilizada fue agua desionizada y
tostato de dcido de sodio a una concentracién de 50 pM y pH
4,5. Se construy6 una curva de calibracién con 4dcido ascérbico
provisto por la empresa Sigma Aldrich con las dosis de 2, 4,
6,8 y 10 mg/L para transformar las mediciones obtenidas en
miliunidades de absorbancia a mg/L de vitamina C.

Determinacién de carotenoides. La metodologia para
obtener la muestra de fruta utilizada para cuantificar la con-
centracién de carotenoides fue la misma utilizada para la
determinacién de vitamina C; a las muestras se les aplico la
técnica descrita por Tomas (1975). Se pesaron 10 g de fruta
fresca los cuales fueron macerados en un mortero frio; se agre-
garon 50 mL de acetona y refrigeré a 4 °C por 24 h. La mues-
tra se filtré en un matraz de separacién con ayuda de una gasa.

Se agregaron 20 mL de éter de petréleo y 100 mL de agua
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destilada. Se agité por 10 min y después de 15 min de reposo
se tomo la fase superior con éter de petréleo + carotenoides
con una jeringa y se deposit6 en un matraz. Se agregaron 10
mL de NaOH al 40% y 20 mL de sulfato de sodio al 10% en
agua destilada. La mezcla final se filtré con papel Whatman
N*1. Se tomaron 5mL de la solucién y transfirié a una celdilla
de cristal para leer su absorbancia en un espectrofotémetro
(Thermo Electron Co. modelo Biomate 5) a una longitud de
onda de 454 nm. La concentracién de carotenoides se deter-
mind con la férmula:

pg carotenoides + 100 gdefruto =% Abs x 3.857 x V x 100/ P

Donde:

% Abs = por ciento de absorbancia.

V = volumen medido de la probeta.

P = peso de la muestra en gramos.

El sistema estadistico (SAS 7.0) se utiliz6 para analizar es-
tadisticamente los datos y efectuar la comparacién de medias

DMS (a=0,05).

RESULTADOS

Se pudo observar una dréstica reduccién del crecimiento
vegetativo en ramas de los drboles tratados con P-Ca en las
dosis ensayadas (Fig. 1). La reduccién en el desarrollo de las
ramas estuvo presente durante todo el periodo de evaluacién
para la dosis de P-Ca de 450 mg/L. Dicha reduccién fue de un
39% con respecto a las ramas del tratamiento testigo.

La aplicacién de P-Ca no influyé en el peso de los frutos
al momento de la cosecha; sin embargo, al combinarse con las
citocininas lo incrementé (Fig. 2). En esta sinergia se destaca
significativamente P-Ca 450 mg/L + citocininas 300 mg/L.
La aspersién de citocininas en forma individual también oca-
sioné incrementos substanciales en el peso de los frutos, prin-

140 - b
— ¢ —4—
120 —
= /bc be b a
£100 — A
g / ab ab b 2 P-Ca(mg/L)
= - 0
< 80 b - 150
30—
& 60 _'/// el 450
3 p,
= 40
20
0
Abr May Jun Jul Ago Sept

Fig. 1. Efecto de P-Ca sobre el crecimiento de ramas de man-
zano cv. Golden Delicious. Medias con la misma letra son iguales
(DMS, a=0,05).

Fig. 1. Effect of P-Ca on shoot growth of Golden Delicious apple
trees. Means with the same letter are similar (LSD, a = 0.05).
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cipalmente en los tratamientos con 150 y 300 mg/L. En ellos,
el incremento en peso alcanzé hasta 50 g con respecto a los
frutos testigo.

Hubé una tendencia de incremento en vitamina C en la
mayoria de los tratamientos hormonales cuando se compara-
ron con los frutos testigo, excepto al que se le aplicé citoquini-
nas a 150 mg/L (Fig. 3). Esa diferencia fue estadisticamente
significativa en las dosis: P-Ca 450 mg/L y P-Ca 450 mg/
L+ citocininas 150 mg/L. En ellas se observaron incrementos
de 28 mg de vitamina C en promedio por cada 100 gramos
de materia seca al compararse con los frutos de los drboles
testigo.

La concentracién de carotenoides en frutos fue positiva-
mente modificada con la presencia de biorreguladores (Fig.
4). En este pardmetro, los incrementos fueron estadisticamen-
te muy notables cuando se aplicé cualquier dosis de P-Ca,
o cuando este retardante de crecimiento se combiné con las
citocininas con respecto a la concentracion de carotenos en los
frutos testigo. Lo mds destacable se observé en el tratamiento
P-Ca 300 mg/L con un 120% de incremento en la concentra-
ci6én de carotenos.

La aplicacién de P-Ca y citocininas influyeron en la for-
macién de yemas florales. Se observé un aumento significa-
tivo en el nimero de inflorescencias cuando se aplicaron 150
mg/L de P-Ca o en combinacién con 300 mg/L de citoci-
ninas (Fig. 5).

DISCUSION

La reduccién observada sobre el crecimiento vegetativo
cuando se aplicé P-Ca (Fig. 1) coincide con los reportes de
Ramirez et al. (2003) y Costa et al. (2004). Ellos demostraron
en drboles adultos de manzano que la aplicacién de P-Caen el
rango de 150-300 mg/L reduce dristicamente el crecimiento
de ramas. La inhibicién en el desarrollo vegetativo fue eviden-
te y efectiva al aplicarse la P-Ca al inicio de la fase de creci-
miento de las ramas. Esta evidencia la sustenta Cline (2006)
con su trabajo en manzano al encontrar que el crecimiento se
redujo un 30% al aplicar P-Ca cuando los brotes presentaban
5 cm de longitud al final de la temporada. La P-Ca es un re-
tardante que ejerce su accién a través de la inhibicién temporal
de la sintesis de las giberelinas biolégicamente activas A, A,y
A_ en el dpice (Brown et al., 1997; Rademacher et al., 2000).
Esto origina una modificacién en la direccién de la movili-
zacién de asimilados desde el dpice hacia otros puntos de la
rama ocasionando brotes de yemas laterales y engrosamiento
de la rama (Ramirez et al., 2003). La préctica de poda es clave
para obtener una buena produccién y calidad (Costa et al.,
2004) en los arboles frutales. Por lo tanto, la reduccién en el
crecimiento vegetativo observada en la presente investigaciéon
podria contribuir a considerar al P-Ca como una herramienta
mis para el control del crecimiento en manzano.
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Fig. 2. Efecto de P-Ca y citoquininas sobre el peso del fruto de manzano cv. Golden Delicious. Medias con la misma letra son iguales

(DMS, a=0,05).

Fig. 2. Effect of P-Ca and cytokinins on fruit weight of Golden Delicious apple. Means with the same letter are similar (LSD, a = 0.05).
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Fig. 3. Efecto de P-Ca y citoquininas en la concentracion de vitamina C en frutos de manzano cv. Golden Delicious. Medias con la
misma letra son iguales (DMS, a=0,05).
Fig. 3. Effect of P-Ca and cytokinins on vitamin C concentration in Golden Delicious apple fruits. Means with the same letter are similar (LSD, o = 0.05).
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Fig. 4. Efecto de P-Ca vy citogquininas en la concentracion de carotenoides en fruto de manzano cv. Golden Delicious. Medias con la
misma letra son iguales (DMS, a=0,05).

Fig. 4. Effect of P-Ca and Cytokinins on carotenoids concentration in Golden Delicious apple fruit. Means with the same letter are similar (LSD,
a=0.09).
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Fig. 5. Efecto de P-Ca y citoguininas sobre la formacion de inflorescencias en manzano cv. Golden Delicious. dias con la misma letra

son iguales (DMS, a=0,05).

Fig. 5. Effect of P-Ca and cytokinins on return bloom in Golden Delicious apple trees. Means with the same letter are similar (LSD, a = 0.05).

El incremento en el peso de los frutos fue muy evidente en
los tratamientos en donde se combinaron la P-Ca mi4s las dos
citocininas (Fig. 2). Esto fue también observado por Costa et
al. (2004) en manzano. El aumento en peso del fruto puede
reflejar una sinergia fisiolégica entre el retardante y las citoci-
ninas. La P-Ca podria estar induciendo un mayor ingreso de
asimilados al fruto (Ramirez et al., 2003). Al mismo tiempo,
las citocininas provocarian una mayor divisién y elongacién
celular dentro de ese 6rgano (Buban, 2000). Esta condicién
resultaria en frutos de mayor peso (Faust, 1989).

Es evidente el estimulo que ejercieron la P-Ca y citocini-
nas en la produccién de vitamina C en frutos maduros (Fig.
3). El aumento en vitamina C observado en el presente estudio
es apoyado por reportes previos en pimiento chile (Capsicum
annum L.) cv. Mirador (Ramirez et al., 2010) y manzano (Ra-
mirez et al., 2010). El mecanismo de accién a través del cual la
P-Cay citocininas podrian ejercer su estimulo es ain descono-
cido; sin embargo Jiménez et al. (2002) han propuesto que estos
biorreguladores podrian modificar la fase acuosa de antioxidan-
tes en una etapa previa a la maduracién del fruto. El incremento
en vitamina C en los frutos, es definitivamente una alternativa
real como antioxidante para una buena salud en el humano. El
consumir frutos de manzano con mayor contenido en vitami-
na C, ademds de su valor alimenticio, contribuye a fortalecer
el sistema inmunolégico contra enfermedades cardiovasculares,

cancer y diabetes (Cruz-Pérez et al., 2007).

El aumento observado en la concentracién de carote-
noides en los frutos tratados con P-Ca y citocininas (Fig.
4) coinciden con los resultados reportados en manzano por
Costa et al. (2004) y Ramirez et al. (2010). El conocimien-
to de la ruta bioquimica que permite mayor produccién de
carotenoides en la fruta es muy limitado a la fecha. Ra-
demacher et al. (2000) proponen que los biorreguladores
estudiados aqui podrian ejercer su accién al estimular cam-
bios en el perfil de flavonoides ligados a la sintesis de los
carotenoides totales y antioxidantes especificos como la vi-
tamina C y licopeno. En base a lo anterior, se requiere mds
investigacion en este tema.

El aumento en el nimero de inflorescencias observado
en la primavera de 2014 en los drboles que recibieron en
forma individual o la combinacién de P-Ca y citocininas
en 2013 reflejan el estimulo que tuvieron esos biorregula-
dores en el proceso de induccién floral (Fig. 5). Este efecto
lo observaron Bukovac et al. (2006) y Petri et al. (2010) en
diferentes cultivares de manzano. La etapa de aplicacién
de P-Ca y citocininas durante la primavera del afio 2013
fue clave desde que se ha demostrado que un aumento en
citocininas enddgenas inducirian las yemas a flor (Ramirez
et al., 2010). Dicho estimulo se prolonga o aumenta cuan-
do se aplican P-Ca y citocininas enddgenas en la etapa de
induccién floral propiamente dicha (Garner et al., 2010;

Kittikorn et al., 2010).
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CONCLUSIONES

El incremento en yemas florales y la reduccién en el creci-
miento vegetativo logrados en el presente estudio proporcio-
nan una buena alternativa para los productores de manzana en
regiones como Arteaga Coahuila, México. Esto se debe a que
el cambio climdtico ocasiona un excesivo crecimiento vegeta-
tivo y una muy baja formacién de yemas florales en los drboles.

Prohexadiona de calcio aplicada en drboles de manzano cv.
Golden Delicious a dosis de 150, 300 y 450 mg/L redujeron
significativamente el crecimiento vegetativo, aumentaron la
concentracién de carotenoides y vitamina C en frutas, y esti-
mularon el retorno floral. Las citoquininas (Ck) [6-bencilami-
nopurina (BAP) + N6-furfuriladenina (kinetina)] aumentaron
el peso de los frutos, carotenoides y vitamina C en frutas, y es-
timularon la formacién de yemas florales en arboles de manza-
no cv. Golden Delicious a concentraciones de 150 y 300 mg/L
aplicadas en forma individual o en combinacién con P-Ca.
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