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Objetivos

1.- OBJETIVOS

Debido al desarrollo de las técnicas de los cultivos en la actualidad, se intenta
cada vez mds mejorar la produccién tanto de las plantas horticolas como la de drboles
frutales mediante, control de semillas, uso de variedades resistentes a las enfermedades,
utilizacién de los fertilizantes, este wltimo factor que se utiliza de forma abusiva en

algunas zonas, por falta de conocimiento por parte de los agricultores.

En Espaiia, se considera la superficie dedicada a los cultivos de pimiento muy
grande, puesto que constituye un 50% respecto a la Unién Europea. El 50% de esta
superficie se concentra en Andalucia y principalmente en los invernaderos de la costa
Almeriense, zona bajo estudio en el presente trabajo. En estos invernaderos es mds
comin el uso de fertilizantes (N, P y K) que con el tiempo y junto con la alta
concentracion de sales disueltas presentes en el agua de riego y suelo, hacen que algunas
veces, la planta presenta complicaciones a nivel fisiolégico que repercute por lo tanto

a la produccion.

Otra técnica que se ha desarrollado en los dltimos diez afios, es la del uso de los
reguladores de crecimiento comerciales o biorreguladores, en Europa y Estados Unidos,
algunos compuestos han tenido mucho éxito econémico y han implicado muchos efectos
rdpidos y beneficiosos para el agricultor, entre otros podemos citar la mejora de la
calidad y cantidad de 1a produccién, induccién de la floracién, incremento del tamaiio
de los frutos, inhibicién del crecimiento vegetativo para plantas como cereales y

algodon, atrasar la senescencia de la planta etc..

Por otra parte, hay que sefialar que existe un gran abanico de biorreguladores en
cuanto a la composicion y por lo tanto muchas respuestas por parte de las plantas. Se
conoce una multitud de cambios morfolégicos producidos en varias especies de plantas
horticolas y drboles frutales, pero no se sabe con profundidad la influencia de los

biorreguladores sobre el metabolismo y los cambios fisiol6gicos gue ti
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Objetivos

plantas tratadas, existen pocos estudios sobre el tema, por lo tanto queda este campo

muy abierto para los investigadores.

El hecho que los biorreguladores tengan un papel en el control maduracién y
produccion, con vistas a su recolecci6n, conservacién y comercializacibn siguiendo las
exigencias del mercado, por lo que estimamos de gran importancia y esencialidad un
conocimiento de la fisiologia y bioquimica de las plantas de pimiento. Debido a la falta
de estos conociemientos, en nuestra experiencia se aplicaron ocho distintos tratamientos
de biorreguladores, con el fin de comparar la respuesta de las plantas, a nivel de todos
los pardmetros que se van a determinar a lo largo del cultivo. Estos pardmetros
incluyen, la produccién, pardmetros de calidad de fruto, pardmetros de Nitrégeno:

nutriente de gran esencialidad para la planta, y actividades enzimdticas. Todos ellos
comparados a los de plantas sin tratar o control.

Asimismo, nuestros objetivos se centran en la aportacion de nuevos
conocimientos sobre la aplicabilidad de los biorreguladores, que serian la base de los
cambios morfolégicos y por lo tanto complementarios a las respuestas producidas en

plantas de pimiento, conocidas en otras especies vegetales.
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Introduccion

2.1.- Generalidades

Iniciamos este apartado con la profunda revision realizada por Nickell (1986),
considerado como uno de los pocos investigadores sobre el uso de los biorreguladores,

su historia, aplicabilidad y su futura utilizacion en la agricultura.

Estd establecido y muy bien aceptado que el crecimiento y desarrollo de las
plantas esta controlado por productos quimicos producidos por la misma planta. La
produccioén de éstos compuestos es, a su vez, bajo control genético. Estos productos son
denominados hormonas. Por otra parte y aparentemente los reguladores de crecimiento
sintéticos tienen una importancia en el control comercial del cultivo, tanto en agricultura
como en horticultura. Esta comprobado que la aplicacién exégena de los reguladores de
crecimiento sintéticos produce un cambio en el nivel de las hormonas endégenas, as{
interfieren en modificaciones en el desarrollo y el crecimiento en la direccién y

extension deseadas.

2.2.- Histoérico del uso de los biorreguladores

La historia de la regulacién del crecimiento de las plantas viene desde muchos
afios antes del tiempo de cristo, cuando la aplicacion de un riego con aceite de oliva a
arboles de higo era una prdctica muy comiin en el oriente medio. Se sabe que el calor
y el tiempo producen una descomposicion del aceite, liberando etileno, que a su vez
afecta el desarrollo de los higos. Mds tarde, en 1893 en las islas de Azores, un accidente
de fuego hizo descubrir a un empleado de invernadero, que el humo interfiere en el
proceso de floracién en plantas de pifia. En los afios 20, se reconocié que el humo podia
estimular la floracién en plantas de pifia (utilizado durante los meses frios de invierno

para prevenir la dormancia) ademds este efecto fue causado por el contenido en gases
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insaturados del humo tales como el etileno.

Por los afios 30 se demostré que el etileno acelera la floracién de pifia, y justo
después el acetileno fue comercializado en las islas de Hawai para estimular el inicio de
la floracién. Durante los afios 40, se comprob6 que las auxinas producen este efecto,
y el dcido naftalenacético fue el siguiente producto comercializado y aplicado a las
plantas de pifia. Como consecuencia, se descubrieron varios otros compuestos activos

para este propdsito.

Una de las utilidades mds antiguas de los reguladores del crecimiento era para
iniciar y/o acelerar el enraizamiento. Para ello, probablemente el mejor producto
quimico y el mds comnin, fue el 4cido indolbutirico. Interesantes trabajos y libros fueron
publicados en este campo de investigacién. A pesar que muchos compuestos han sido
efectivos, hay que resaltar que ningin compuesto fue mds efectivo que el dcido
indolbutirico.

Probablemente una de las utilidades mds conocidas en la regulacién del
crecimiento es la aplicacién de la hidrazida maleica en plantas de cebolla y de patata,
con el fin de eliminar el "sprouting”. Este compuesto tenia una aplicabilidad muy
extendida en los afios 40 y 50 para inhibir el crecimiento de las malas hierbas en los
campos de golf, cementerios etc. Posteriormente, el CCC (Chlormequat, Cycocel) fue
otro de los compuestos m4s utilizados, que se aplicaba en periodos de lluvia o de viento,
con el fin de cortar los tallos sin alterar el nimero de espigas por planta y asi evitar
pérdidas de cosecha. En este caso no hay incremento de cosecha sino, una prevencion

de pérdidas.

La abscisién, o separacion de ¢rganos, hojas o frutos, tiene un importante
impacto tanto sobre la cantidad como la calidad de la cosecha. El primer producto
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comercial utilizado para abscisién fue el dcido naftil acético (NAA) en flores de
manzanos. Los agentes de abscisién pueden aplicarse a naranjos, olivos y otros drboles

para permitir una recoleccién fdcil o bien a mano, mdquinas o agitando.

Como se ha expuesto anteriormente, la historia del uso de los reguladores de
crecimiento es muy larga, pero ; porque no se ha oido mds sobre su utilizacién hasta
los iltimos afios? Para ello, existe una serie de explicaciones. En los afios 40 fue el
descubrimiento en Inglaterra, de los dcidos fenoxiacéticos utilizados como herbicidas.
Como consecuencia se estableci6 una gran industria de herbicidas de mucho éxito ahora.
Durante la guerra este uso fue mds extendido y muy efectivo, no solamente a nivel
bioldgico sino econémico. Debido al éxito financial por estos compuestos quimicos, los
trabajos enfocados hacia la regulaci6n del crecimiento de las plantas fueron muy pobres.
Asf en los afios 60 y 70, los cientificos se dedicaban a la mejora del uso de herbicidas,
y no en la regulacion del crecimiento de las plantas. Se estiman los costes relacionados
con estas investigaciones mds altos que los de herbicidas (Sacher, 1982). Sin embargo
no se han descubierto productos efectivos para muchos cultivos, esto conlleva que este
campo de investigacion sea abierto y que tenga una gran interés por parte de los

cientificos.

El uso de los biorreguladores necesita una programacion a base de una serie de
informaciones, primera elegir el cultivo para desarrollar la regulacién. Para ello, hay
que tener en cuenta muchos factores tales como, el coste general del cultivo, el valor
del cultivo por hectdrea, la historia del uso de los biorreguladores en este cultivo, un
programa de educacién al consumidor con el fin de convencerle de la aplicacién de los
biorreguladores, y finalmente, conocer el objetivo especifico del uso para mejorar el
cultivo. A continuacién cuando el cultivo esta elegido, se debe de desarrollar un
conocimiento extensivo sobre la fisiologfa y 1a bioquimica del cultivo. Por consiguiente,

uno tiene que responder a la siguiente cuestion ;Como el biorregulador podria
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incrementar la calidad del cultivo después del tratamiento, por ejemplo el cambio de
algunos procesos metaboélicos, el cambio de la fisionomia del cultivo, o bien incrementar
la produccién per se? A continuacién ;Como se deben de aplicar los biorreguladores,
como un spray, directamente al suelo, o mediante el sistema de riego? ;Para obtener la
mdxima eficacia cuando se deben de aplicar? Archer et al. (1982) presentaron las
complicaciones en la investigacion de los reguladores de crecimiento para un cultivo en
concreto. En este estudio demostraron la necesidad del conocimiento tanto del ciclo del
cultivo como del factor limitante y sus interacciones con el fin de determinar cuando el
biorregulador debe de aplicarse, para obtener su méximo efecto o, en algunos casos,

para tener un efecto.

{Qué resultados puede ofrecer la aplicacion de los biorreguladores?
Tedricamente, la lista incluye generalmente todos los procesos del desarrollo de las
plantas. Para nombrar algunos: control del enraizamiento, control de floracién, control
del cuajado y del desarrollo del fruto, control del sexo, control del tamaiio de un 6rgano
o de una planta entera, control de la abscisién (caida de hoja o de fruto), control de
senescencia o de maduracién, regulacién de procesos metabdlicos tales como los
gametocidas, incrementar la resistencia a varios streses ambientales (térmico o hidrico
y/o de polucién del aire), control de la germinacién y de dormancia, incrementar la
resistencia de las plantas frente a las enfermedades, mantenimiento de la firmeza del
fruto en almacenamiento, control del color del fruto y de la composicién de partes o de

toda la planta, proteccién contra los herbicidas, y control temporal del cultivo.

A continuacién pasamos al estudio de las aplicaciones mds corrientes de los
biorreguladores. Asi en Estados Unidos, el 80% de los cultivos de algodén estin
tratados con desfoliantes o desicantes que liberan la planta de sus hojas ante de la
cosecha. Muchos compuestos son efectivos en este sentido como por ejemplo el

Merphos y DEF. Se considera el etefon como un biorregulador que conlleva a la
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liberacion de etileno por los tejidos de la planta, tiene un efecto muy significativo sobre
varios cultivos. Puede disminuir el largo de los tallos de cebada, asimismo obteniendo
plantas cortas que permanecen rectas a pesar del viento o de la lluvia, tal como el
Clormecuat (CCC) estd utilizado en el caso de las plantas de trigo. El etefon tiene un
efecto significante sobre la maduracién de plantas de tomate, tabaco, café y de otros
cultivos. Puede incluso atrasar la madurez de los frutos de pifia y su aplicacién tiene

muchos efectos beneficiosos sobre la cafia de azicar.

2.3.- Aplicacién actual de biorreguladores

Hay que mencionar que la regulacion quimica del crecimiento de una planta por
compuestos bajo el nombre de hormonas reguladores, herbicidas... El término
biorregulador fue introducido por Maier y Yokoyama (1974). La definicién de
biorregulador denota sustancias que controlan vias metabdlicas o biosintéticas
especificas, o pasos, sin ninguna limitacién como si estas vias son especificamente
esenciales para el crecimiento. Por otra parte, su concepto es que un biorregulador tiene
un efecto bioquimico muy especifico, que resulta en un efecto morfolégico especifico.
Estos autores apuntaron hacia un efecto del biorregulador sobre el metabolismo

secundario para acumulacion de pigmentos, sus estudios se basaron sobre plantas citrus.

Dentro de algunos nuevos compuestos, 0 nuevas aplicaciones de compuestos
conocidos en diferentes cultivos, el paclobutrazol es el primero que hay que mencionar.
Se clasifica como inhibidor del crecimiento que, una vez aplicado en el suelo alrededor
de la base de los drboles de manzanos, controla el crecimiento del tronco durante
muchas estaciones con un leve efecto sobre el tamafio del fruto. Sin embargo, en
algunas condiciones, la cosecha de los drboles tratados puede incrementar debido a una

gran intensidad luminosa que actualmente conlleva a la fructificacién rdpidamente. La
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reduccion del crecimiento terminal excesivo de los troncos, hace que la eficiencia de los
drboles es consecuentemente mds importante. Muchas plantas producen mds hojas que
las necesarias para una mdxima fotosintesis, y la sombra producida por una o dos hojas
puede reducir significativamente la fotosintesis en éstas hojas a parte de aquellas
afectadas (Williams, 1984). El modo de accién del paclobutrazol consiste en la
inhibicién de la sintesis de giberelinas en un estadio fenolégico precoz. Puede aplicarse

como spray, inyeccién al tronco, al suelo, o bien en la solucién nutritiva.

Otros biorreguladores que hay que mencionar son el amidocloro (Limit), un
inhibidor del crecimiento de las malas hierbas, y el mepicuato clorido (Pix) que se
utiliza para reducir el tamaifio de las plantas de algodon, y incrementar la produccion.
El fenilurea citoquinina (CPPU) que, cuando se aplica a las plantas de uva antes o en
la floracién, previene la abscision, y incrementa significativamente el tamafio de los
granos de uva (Nickell, 1986). Uno de los nuevos compuestos es el 3-clorobencenil-
ester de dicamba, que incrementa la concentracion de azicares en uvas (Nickell, 1986).
Su aplicacion junto con el CPPU induce a un incremento del tamaiio de los granos de

uva de mesa y no el nivel de azicares.

El uso de los biorreguladores en plantas de patata es muy actual, puesto que la
mayor parte de cosecha esta encaminada hacia la industria (Kunkel y Thornton, 1980),
y ademds que las altas concentraciones de glucosa y fructosa presentes en los tuberculos,
inducen al desarrollo de una color negro durante el procesado de las patatas (Iritani y
Weller, 1986), el tratamiento con calor induce a una reaccion entre los azicares
reducidos y los aminodcidos y otros compuestos orgdnicos, resultando en un
oscurecimiento. De hecho estudios recientes mostraron que algunos biorreguladores
pueden reducir tanto la concentracion de azicares en los tuberculos como el
oscurecimiento durante el procesado, podemos citar el dcido 5-bromosalicilico, el dcido
S-clorosalicilico (Nickell, 1990), aspirina (dcido acetilsalicilico), y sulfanilamida
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(Nickell, 1991).

2.4.- Ejemplo de utilizacién de biorreguladores: Caiia de azdcar

Dada la importancia de las plantas de cafia de aziicar, en cuanto a su extensién
y a su industria, en el mundo entero, las investigaciones adoptaron el uso de los
reguladores de crecimiento a este cultivo. Se identificaron varios estadios del ciclo de
cultivo de éstas plantas como limitantes para la cosecha o potencialmente como pasos
limitantes para la cosecha. Dentro de éstos estadios, se consideraron la germinacion, el
crecimiento precoz, la floracion, el crecimiento lento en invierno, y el excesivo

crecimiento vegetativo cercano a la recoleccion.

Los diferentes usos de los reguladores de crecimiento se presentardn en funcion

de la secuencia de los estadios, a partir de la plantacién hasta la cosecha.

Debido a los problemas que surgen, después de la plantacién, en la fase de
germinacion de las plantas de cafia de azicar (condiciones temporales adversas, exceso
de humedad y de frio, infeccién por hongos o/y bacterias), se intenta siempre obtener
un buen aspecto de las plantas, para ello, se necesitan una germinacion y un crecimiento
precoz rdpido. Se enfocd la investigacién hacia la determinacion de los compuestos
responsables de germinacién o del crecimiento precoz de plantas jévenes de cafia de
azicar, se demostr6 que el aminodcido arginina causé de manera considerable la
estimulacion de la germinacién. Se comprobé también que este mismo aminodcido causa
un incremento en la velocidad del crecimiento de las plantas en estadio tardio,
conllevando a una mayor produccion tanto de cafia como de azicar. Estudios posteriores
mostraron que este efecto es evidente a nivel celular, por ejemplo, células de cafia de

aziicar crecidas en cultivo en suspension respondi6 a la arginina.
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Por otra parte se demostré que la aplicacion del AG4 a las plantas de cafia de
azicar increment6 de manera significativa la cosecha pero, sin mostrar ningiin efecto
sobre la calidad de la cafa o del jugo. El uso de AG como precursor de floracion,

podria ser mds aplicable en las plantas de cafia de azicar.

Para estas plantas se sabe que el etephon puede ser aplicado para activar la
maduracién; sin embargo estudios en Hawai y después de varias pruebas, se
demostraron que este compuesto y bajo estas condiciones, la calidad de la cafia de
azucar se deprimid, este resultado podria indicar que el tratamiento con etephon afecté
el crecimiento mds bien que la maduracion. Esto se confirmé con los resultados de

cosecha, que mostraron que un incremento en el peso fresco del tallo después de 10 dias
de tratamiento.

Se considera el control de la floracion uno de los aspectos practicos mds
importantes en la agricultura. En muchos cultivos, la clave para el éxito financial
consiste en la capacidad de inducir la floracion y, pero tiene mds importancia, inducirla
segin la demanda del mercado mayor. Contrariamente, prevenir la floracion es
extremadamente importante sobre todo en el caso de cultivos cuya floracion causa un

descenso en la produccidn.

Para algunos cultivos, se han establecido productos comerciales para prevenir la
floracion, como los cafia de azicar por ejemplo. El proceso de floracion estd
extremadamente sensible al medio ambiente. Esto es el caso del inicio de floracion y
fertilidad y germinacidn del polen. El primer biorregulador potencial y aplicable fue la
hidrazida maleica. Estudios mds recientes demostraron que el etephon es excelente para

la supresion de la floracién en caiia de azucar.
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Se considera la maduraci6n de las plantas uno de los factores mds importantes
para la produccién, este proceso es muy complicado en el caso de las plantas de cafia
de azicar, para ello, se estudi6 el efecto de varios biorreguladores y se demostré que
el 2,4-D es el mds efectivo en comparaciéon con los resultados obtenidos con
tratamientos con la hidrazida maleica, el dcido triodobenzoico, el dalapon, el EDTA y
asi como con algunas enzimas inhibidoras e inhibidores de metabolismo. La efectividad
de un biorregulador estd basada en su abilidad de incrementar la calidad de dos

pardmetros mayoritarios del tallo: la pureza del jugo y el porcentaje de aziicar por peso

de caifia.

A pesar de que las giberelinas puedan inducir la floracién en muchas plantas, su
uso comercial conllevé a un incremento en el tamafio de uvas y a un estimulo en el

crecimiento de los tallos primarios de las plantas de cafia de azicar (Nickell, 1983).

2.5.- Inhibidores del crecimiento y su utilidad como biorreguladores

A lado de las fitohormonas naturales, hay un grupo de biorreguladores que
modifican el crecimiento y el desarrollo de una planta sin induccién de fitotoxicidad o
efectos de malformacién, estos compuestos son nominados como atrasantes o inhibidores
del crecimiento. Cuando estdn aplicados en una concentracién adecuada, estos
compuestos influyen la arquitectura de la planta que segin Dicks 1980, estd

caracterizada por varios fenémenos como:
1- Inhibicién del crecimiento del tallo (peso, elongacién del internédo y de la superficie

foliar) a pesar de estos efectos, el numero de internodos no cambia ademds con una

pigmentacion intensificada de las hojas.
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2- Mantienen 6 a veces estimulan ligeramente el crecimiento de las raices que se
caracterizan por ser mds largas y mds finas. En ambos casos la razén Raiz/Tallo estd

a favor de la raiz (Kuchenbuch y Jung 1988).

A parte de los cambios morfolégicos de los retrasantes del crecimiento, una serie
de alteraciones fisioldgicas ha sido comprobada y relacionada con una formacién 6ptima

de las cosechas de varios cultivos, estos cambios incluyen:

a- Retraso de la senescencia con un contenido incrementado de clorofilas proteinas y
contenido de elementos minerales en el tejido de la planta (Sankhla et al. 1985, Luib
et al. 1987).

b- Una estimulacién de la traslocacién de los asimilados hacia las semillas (Luib et al.
1987).

c- Una floraci6n anticipada y modificacion de la expresion sexual (Oshio y Izumi 1986).
d- Reduccion del consumo del agua (Asare-Boamah et al. 1986, Carlson et al. 1988,
Luerssen 1988).

e- Incremento de la resistencia a condiciones de stress ambiental: Frio, Temperaturas
altas, sequia y infecciones de champifiones (Anderson y Huband 1987, Fletcher y
Hofstra 1988).

f- Incrementa la absorcién de los nutrientes a partir del suelo (Kushenbuch y Jung
1988).

Gracias a las propiedades de estos biorreguladores, se han utilizado con préctica
en agricultura asf que en horticultura. Hay muchas aplicaciones econémicas propuesta
por Rademacher 1990.

Existen circunstancias donde la reduccion del tamafio de toda la planta tiene un

interés econémico, por ejemplo la reduccién de la elongacion del tallo de los cereales
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por el CCC. Este biorregulador previene significativamente la probabilidad de una
pérdida en la cosecha a causa de lluvias o viento fuertes. Esta técnica es muy comin
para las plantas de trigo cultivadas en Europa (Nickell, 1994). El efecto de éstos
biorreguladores tiene lugar en la zona subapical del tallo, donde la division celular y a
menor medida la elongacion, estdn inhibidas. Asf los internodos de las plantas tratadas
son mds cortos puesto que tienen pocas células. Muchos inhibidores del crecimiento
actian inhibiendo un paso especifico de la sintesis de las giberelinas, que se considera
necesaria para el mantenimiento de la actividad meristemdtica subapical. Cuando éstos
biorreguladores estdn suministrados, una aplicacién de AG; con una dosis adecuada,

podria revertir el efecto inhibitorio del biorregulador.

2.6.- Reguladores de crecimiento, utilidad como biorreguladores

Salisbury (1994), define los reguladores de crecimiento de la planta, son
compuestos que influyen sobre el crecimiento y el desarrollo de una planta de manera
similar o idéntica a la de hormonas. Estos agentes que necesitan ser compuestos
naturales de la planta y no son necesariamente transiocados a nivel de la misma, son
nominados reguladores del crecimiento. Este término general incluye las hormonas
vegetales reales y incluye también los reguladores de crecimiento sintéticos que actian

mucho como las hormonas.

La industria quimica agricola utilizé el término reguladores del crecimiento de
la planta refiriéndose exclusivamente a las sustancias como hormonas sintéticas. El
término fitohormona tiene como sinénimo hormona vegetal mientras que regulador de
crecimiento de la planta era mds o menos equivalente a regulador de crecimiento pero
mds asociado a sustancias naturales. El término sustancias queda sin embargo, ambiguo,

y las hormonas influyen mds que el crecimiento (Especialmente el desarrollo).
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Ideas previas sobre las hormonas vegetales fueron basadas en las definiciones de

las hormonas animales desarrolladas al principio de este siglo.

El concepto clave fue la translocacion. Pero esta claro ahora que varias
sustancias no estdn siempre translocadas pero pueden actuar en la misma célula donde
se han sintetizado (Davies, 1987; Trewavas, 1981).

(Como se puede definir una hormona vegetal? ;Que factores tienen que ser
considerados? En adicién a la translocacién, hay que tener en cuenta tres importantes
factores:

Concentracién: Tradicionalmente este es un aspecto importante de la definicién de una
hormona (la mayoria actian a nivel de micromolar), pero muchas sustancias actdan
también a nivel micromolar.

Modo de accién: Se podria pensar como la mejor base para la definicién si solamente
se sabfa como actdan las hormonas, pero existen generales evidencias que sugieren
varios modos de actuacion de las hormonas.

Papel en la planta: Este probablemente viene mds especifico de como una hormona
podria ser.

Las hormonas o sustancias del crecimiento se diferencian mucho de las moleculas
vegetales (carbohidratos, proteinas de respiracion, nutrientes minerales etc.), puesto que
se consideran como compuestos sintetizados en la planta y que actian a nivel
micromolar, regulan y son esenciales para varios pasos (desarrollo y crecimiento) en el
ciclo de la planta, incluyendo varias respuestas al cambio medioambiental. En algunos
y no todos los casos, las hormonas actian como mensajeros quimicos (son transportados
a partir del sito de sintesis al sito de accion, como es una norma en los animales). Este
término no se deberia de utilizarse a los nutrientes minerales, ni a los metabolitos

primarios (e.j. Sacarosa), ni a los compuestos no sintetizados en plantas pero con efectos
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similares en las plantas (muchos reguladores de crecimiento).
2.6.1.- Respuesta de las plantas a las Giberelinas

Las Giberelinas ilicitan a la floracién en muchas especies que requieren el frio,
tales como rosales crecidas en condiciones non inductivas. El AG causa tanto la
floracion. Existen tres importantes complicaciones de los efectos de AG en la floracién.
Primera, el AG particular que esta utilizado puede producir un gran cambio, asf las
Pinaceas reaccionan con el AG, , ; y no con el AG5; en manzana. AG; tiene un efecto
inhibitorio mientras que el de AG, es promotor; hay muchos otros ejemplos. Segunda,
el efecto de AG puede depender de la asociacién con algunos tratamientos tales como
el estrés hidrico (Pharis et al., 1986). Tercera, el tiempo de la aplicacién del AG es
siempre critico, como mejor ilustracion POR ejemplo el AG; es promotor cuando se
aplica justo antes de una sola noche inductiva y inhibitorio después (King et al., 1987)
en plantas de Pharbitis, pero esta secuencia es inversa en algunas otras especies (tomate
por ¢.j.). Claramente, la base genética es critica para saber la respuesta de las plantas
a el AGs.

Para una mejor distincion, la respuesta de la planta puede ser quimica y
morfoldgica pero también hay que mencionar que la respuesta quimica precede siempre
a la morfoldgica.

Respuestas Morfol6gicas al A.G aplicado: Estd claro que todos los aspectos del
crecimiento y el desarrollo de las plantas desde la germinacion de la semilla hasta la
fructificacion, puede ser afectado por AGs. A pesar de la diversidad de las respuestas
a AGs, todos los aspectos de sus efectos pueden ser discutidos como regulacién de la
elongacion, divisién celular 6 ambos. La aplicacion exdgena del AG estimula el

crecimiento del eje embrionario asi que la expansién celular de los cotiledones después
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de 4 dias de tratamiento (Bradbeer y Coleman 1967, Pinfield 1969).

2.6.2.- Respuesta de las plantas a las citoquininas

Promueve la floracion en muchas especies y inhibe la floracion en pocas.
Generalmente sus efectos son fuertemente relacionados con la presencia de otras
hormonas, especialmente el AGs pero también con la del AIA. En algunos casos, se
puede demostrar que la sensibilidad del dpice a las citokininas es importante y podria
ser influenciada por el medio ambiente. Algunos cambios drdsticos en la concentracién
de la CK relacionados con la floracién han sido previamente discutidos. La gran
diferencia entre el desarrollo vegetativo y reproductivo se ha demostrado en un
incremento en el contenido de CK, AG, AIA y ABA (Miginiac et al., 1987).

2.7.- Biorreguladores y su efecto sobre los nutrientes minerales

En trabajos sobre la nutricion mineral de plantas, la mayoria de los
investigadores han enfocado sus experimentos al estudio dindmico de los nutrientes
minerales, durante el ciclo vegetativo de la planta (L6pez-Cantarero et al., 1995),
estudiando bdsicamente los contenidos foliares, y ante la aparicién de deficiencias
intentar corregirlas mediante un suministro exégeno de los nutrientes en cuestién
(Embelton et al., 1988; Marschner, 1983).

No obstante se conoce muy poco acerca de los biorreguladores y su influencia
sobre el contenido de nutrientes minerales, lo que refleja la escasa bibliografia existente.
Podemos mencionar algunos estudios sobre la relacion hormonas vegetales y

macronutrientes, y raramente se estudian los micronutrientes.
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Se conocen evidencias sobre el papel de los reguladores de crecimiento en el
comportamiento de determinados nutrientes y viceversa (Mengel y Kirkby, 1982). En
un estudio comparado de tres especies vegetales, sometidas a tratamientos hormonales
con AGj, dcido indolacético (AIA) y kinetina, result6 en un acumulo de P y K foliares,
no afectando pricticamente a los contenidos de Ca y Mg; esta acumulacion puede ser
debida a un aumento de Ia absorcion de estos nutrientes desde las raices y un transporte
hacia las zonas aéreas de la planta, tallos y hojas (Shaddad et al., 1989).

Uno de los nutrientes que se ha relacionado con los fitorreguladores con mds
frecuencia es el Ca, encontrando que las giberelinas concretamente pueden disminuir su
transporte desde los tallos a los frutos y, por otra parte las auxinas pueden aumentar su
movilidad, y se demostré que las auxinas inducen una liberacién de Ca de las
membranas (Poovaiah et al., 1987; Evans et al., 1990).

Existen algunos trabajos sobre el efecto de los biorreguladores en citrus donde
una aplicacion de AG; en hojas de naranjos, se obtuvo un incremento en la
concentracién de Cu y de Mn en las hojas tratadas, si bien las diferencias no fueron
significativas (Nasr et al., 1973). Cuando se tratan simultdineamente hojas y ovarios de
mandarina "Clementina” con una solucién de giberelinas, se produce un incremento
relativo en el contenido de N, P, y K en los frutos y una disminucién en las hojas
adyacentes a estos frutos (Garcia-Martinez y Garcia-Papi, 1979b); se sabe que estas
hojas son las principales suministradoras de asimilados en frutos de citrus (Moss et al.,
1972), y se ha observado un incremento de la fijacién del fruto cuando solo las hojas
fueron tratadas (Garcia-Martinez y Garcia-Papi, 1979a). Esto sugiere que el AGj
incrementa la fijacién del frutopor estimulacién del transporte de nutrientes a los frutos

desde las hojas adyacentes.

17




.l“h.'..0.0.....0..0.00‘..OOO‘OQ.‘O..OQO'Q‘...Q...O...CO.Q

Introduccion

Un estudio realizado en dos variedades de pimiento sobre la influencia de los
biorreguladores sobre la concentracién de macro y micronutrientes mostré que la
aplicacion exdgena de nutrientes, aminodcidos o de kinetina, indujo a un incremento en
la concentracién de N, P, Ky Ca en las hojas tratadas durante el cuajado de fruto, con
lo que respecta a los micronutrientes, se encontré que la kinetina conllevé a un

incremento muy significativo en B (Csizinszky, 1989).

Por otra parte, se ha comprobado el efecto de algunos inhibidores del
crecimiento sobre el contenido de P, asf en plantas de cebada tratadas con clormecuat
(CCC), mostraron una alteracion en la traslocacion de P, obteniendose en hojas y raices,

niveles de P cuatro veces mayores que las plantas control, en forma de fosforilcolina
(Cathey, 1964).

Un estudio sobre la influencia de AG; 2,4 D y daminozida sobre la absorcién
de N, P y K en soja y trigo mostré que la absorcién de K por el trigo es acelerada por
AG, mientras que el 2,4 D incrementa la del N y del P en ambas plantas soja y trigo
(Devlin y Karczmarczyk, 1977). El AG y 2,4 D interfieren con la translocacion de estos
3 elementos. El diamozida no afectS la absorcion de los 3 minerales pero estimuld la
translocacion de P y K a nivel de la planta. Estudios en Brazil con plantas de tomate
mostraron que aplicaciones foliares de CCC resultaron en altas concentraciones de N,
Mg y Ca en los tallos de las plantas tratadas. Un tratamiento similar con dimanozida

causé un incremento en la concentracién de N en los tallos.

Estudios en Rusia (Gruzdev, 1979) sobre el trigo de invierno en el cultivo,
mostraron que el CCC decrece la concentracion de N y atrasa la acumulacion de
proteinas; por otra parte, aplicacion con spray con una combinacién de CCC y de sales
aminas de 2,4 D incrementa la concentracién de N y estimula la acumulacion de

protefnas. Estudios con "Okra" en India (Shukla y Tewari, 1974) mostraron que la
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aplicacion foliar de CCC o de daminozida reduce la acumulacién tanto del N como del
P en frutos. Las plantas de tomate tratadas con CCC tienen un contenido mayor de N,
Ca y Mg que las plants no tratadas (Knavel, 1969; Castro y Malavolta E 1977), aquellas
tratadas con daminozida tienen una concentracion mayor sélo de N (Castro y Malavolta,
1977).

Debido a la diversidad en la composicién de los biorreguladores, cada vez se
descubre un nuevo compuesto o bien una mezcla de biorreguladores previamente
conocidos, asi se ha demostrado que la mezcla AG5 + dcido indolbutirico + agente de
fermentacién, es muy efectiva para los cultivos de algodon crecidos bajo condiciones
de estres hidrico. Este conjunto de biorreguladores produjo un incremento en Ia
absorcion de nutrientes en la primera semana después del transplante, asf se obtuvo un
100% de incremento en el nivel de micronutrientes Zn, Cu, Mn y Fe, en la fotosintesis
y en el peso seco de las raices. Por lo tanto, se comprobé que este biorregulador
(denominado PGR IV) puede aliviar los efectos negativos del estres hidrico sobre la
fotosintesis y acumulo de peso seco, mejorando el crecimiento y la absorcién de
nutrientes (Zhao y Oosterhuis, 1994).

2.8.- Efecto de los biorreguladores sobre la composicion de la planta

El color de los citricales tiene una gran importancia econémica. El mds deseado
por el consumidor, es esencialmente debido a la presencia de pigmentos, especialmente
los carotenoides. Sin embargo un gran porcentaje de cosechas de naranjas no posee este
color, por ello el descubrimiento del 2-(4-clorofenilthio) trietilamina hidrocloride
(CPTA), fue un paso importante para la mejora del color de las naranjas, asf la
aplicacién del CPTA resulta en un incremento en la concentracién de carotenoides y

licopenos, particularmente en los frutos de citrus (Coggins et al., 1970). El resultado
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fue muy interesante aunque previos investigadores encontraron que la aplicacién del
clormecuat (CCC) conllevé a un acumulo de licopeno en los cotiledones de calabaza
(Knypl, 1969), esta respuesta no se obtuvo en los frutos de citrus (Coggins et al.,
1970). El color definitivo de la mayoria de las variedades de naranjas esta producido
gracias a la disminucién del contenido en pigmentos clorofilicos y a un acumulo de los
carotenoides (Coggins y Jones, 1977). En este apartado se puede mencionar otros
biorreguladores, el AG induce un descenso sustancial en la acumulacién de carotenoides
y retarda la degradacion de clorofilas de forma significativa, el 2,4-D y la benciladenina

no tiene ningin efecto sobre los carotenoides.

Con lo que respecta el color de otros frutos o hortalizas, se demostré que el
etephon incrementa el color rojo de tomate (Buescher, 1977; Beuscher y Doherty,
1978), de pimiento bell (Worku y Harner, 1971; Locascio y Smith, 1977), de pimiento
chili (Nakayama y Matta, 1973), y de pimiento pepper (Lockwood y Vines, 1972), de
arandaros (Bramlage et al., 1972; Shawa, 1979), asi como de muchas variedades de
manzana (Gorini y Mariotti, 1973), y por otra parte se ha comprobado que el
daminozida es muy efectivo para incrementar el color rojo de las cerezas (Drake et al.,
1980).

2.9.- Efecto de los nutrientes sobre los reguladores del crecimiento

Respecto al papel de los nutrientes sobre las hormonas vegetales, se ha
comprobado que el aporte de distintos nutrientes minerales pueden afectar a las
concentraciones de citoquininas en algunas especies (Horgan y Wareing, 1980),
encontrando una correlacién entre el suplemento de nitrégeno, las citoquininas y la

senescencia de la hoja.
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Hay algunas indicaciones que hacen participar al Zn como elemento esencial para
la sintesis de AIA y otras auxinas, aunque no se sabe con certeza el mecanismo de
accion (Sinclair, 1984); se ha sugerido (L6pez y Chueca, 1985) que el Zn previene la
oxidacion del AIA por los sistemas de peroxidasas, o bien que tiene una participacién

directa en la sintesis de triptéfano, el inmediato precursor auxinico.

Al contrario, €l Mn puede provocar una disminucién del AIA como consecuencia
en la actividad de indolacético oxidasa, sin embargo se necesita un estudio mds avanzado
sobre la interaccién entre Mn, Zn y las auxinas (L6pez y Chueca, 1985).

El papel de la nutricién nitrogenada sobre la actividad citoquinina se ha puesto
de manifiesto en un estudio con cereales, donde plantulas crecidas con amonio como
tinica fuente de N contenfan una actividad de citoquinina superior a aquellas crecidas
con nitratos, indicando un efecto de N, y su forma sobre la sintesis de citoquininas

(Golvano y Vizarova, 1984).

Lo que si se conoce con mds profundidad es el papel de Ca como factor principal
para prevenir los desdérdenes fisiolégicos en frutos y otros tejidos vegetales durante el
crecimiento y el desarrollo, y su papel como~ retardador de la senescencia mediante una
reduccion de la respiracién y una supresion en la produccion de etileno cuando se aplica

externamente soluciones de Ca (Lieberman y Wang, 1982; Poovaiah y Leopold, 1973).

2.10.- Papel fisioldgico de las hormonas sobre las plantas

Para que una hormona sea activa en una c€lula tiene que ser reconocida por esa
célula, por tanto, tiene que unirse a un punto especifico de esa célula. Un 6rgano o una

célula sin tales puntos especificos de unién no puede percibir la presencia de una
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hormona particular y no responderd a ella: un gran mimero de puntos de unién
accesibles para una hormona dard a un 6rgano o a una célula elevada sensibilidad para
esa hormona (Chadwick y Garrod, 1986). La naturaleza de los puntos de unién de

fitohormonas se cree que es de tipo proteinico (Bruinsma, 1985).

Aunque el efecto de las hormonas sobre la expansion o division celular depende
del estado de desarrollo de la célula, se ha podido observar, de forma general, que tanto
auxinas como giberelinas son capaces de estimular la elongacién celular, mientras que
el ABA o algunos inhibidores de crecimiento y etileno la retrasan. Las citokininas
pueden actuar como aceleradores de la expansion celular de hojas pero inhiben la

elongacion en tallos vegetativos (Evans, 1984).

Se ha observado que para una hormona pueda ejercer su funcién fisiol6gica es
necesario que interaccione con moléculas especificas de las células vegetales
denominadas receptores (Chadwick y Garrod, 1986); se ha comprobado la existencia de
estos receptores para las cinco hormonas conocidas, donde se han podido aislar

determinadas proteinas y RNA mensajeros.
2.10.1.- Papel fisiolégico de las giberelinas

Se conoce una multitud de respuestas que las giberelinas pueden producir
cuando se aplican a plantas, sin embargo no se conocen los modos en que actian sobre
el crecimiento en su totalidad exactamente, aunque existe gran cantidad de evidencias
al respecto, como son la de estimular el crecimiento de 6rganos vegetativos, regular el
metabolismo de almidon en cereales, participar en la iniciacién, diferenciacion y
desarrollo floral y crecimiento del fruto, entre otras (Jones y MacMillan, 1984; Pharis
y King, 1985). Ademds las giberelinas son las tnicas entre todas las hormonas

vegetales, que poseen la capacidad de estimular el crecimiento en la mayoria de las
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plantas intactas, siendo su efecto fisiol6gico mds prominente la elongacién del tallo
(MacMillan, 1974). Esta respuesta se ha observado claramente cuando se aplican
exOgenamente giberelinas a plantas jovenes, donde el efecto de promocién de

crecimiento se debe principaimente a la elongacién celular y parcialmente a la divisién

celular.

Se ha observado que los tratamientos con giberelinas pueden incrementar el
crecimiento de las plantas afectando bien a la expansién celular o bien a la divisién
celular o0 ambas. En el proceso de division celular se ha comprobado que las giberelinas
incrementan el tamafio de la zona meristemdtica y la proporcién de células que estdn
sufriendo divisién (Jones y MacMillan, 1984). Se ha observado que las giberelinas
reducen la duracion del ciclo celular cerca del 30%, esta reduccién tiene lugar

principalmente a nivel de la fase G, con un 30% y a nivel de la fase S con un 36% de
reduccién (Liu y Loy, 1976).

Para poder profundizar el estudio de la fisiologfa de las giberelinas y su papel
en cada uno de los procesos fisiolégicos y bioquimicos que tienen lugar en las plantas
superiores, y sobre todo en lo que respecta a la fisiologfa del fruto desde la fase de
floracion hasta completa maduracion, cada vez vienen realizando con mds frecuencia
tratamientos exdgenos de giberelinas y asf observar los cambios a nivel del fruto (Ben-
Tal, 1990).

Asi se ha observado que la aplicacion exégena de giberelinas inhibe generalmente
la floracion de una amplia variedad de plantas angiospermas, sobre todo en lo que
respecta los drboles frutales (Goldschmidt y Monselise, 1972; Pharis y King, 1985), por
lo tanto algunos autores recomiendan que los tratamientos con giberelinas deben
aplicarse una vez que se han completado los ciclos florales de induccién y

diferenciacion, para evitar esta supresion floral (Guardiola et al., 1982; Nickell, 1982).
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Por otra parte existe una considerable bibliografia que relaciona los efectos del
AGj; exégeno, que es el mds ampliamente aplicado, sobre los procesos de senescencia
(Aharoni y Richmond, 1978; Pharis y King, 1985; Sacher, 1973). En estos trabajos se
ha comprobado que la aplicacién de AGj retrasa la pérdida de clorofila en hojas asi
como en frutos y tallos vegetativos, previos estudios mostraron la existencia de una
relacién entre el contenido de AG; en hojas y el inicio de senescencia en plantas de
Tropaeolium majus (Beevers, 1966), y por otra parte la adicién de AG; en solucién a
plantas de Alstromeria, retarda el amarilleo de hojas (Hicklenton, 1991). Se ha
observado también que las giberelinas pueden inhibir la degradacién de RNA y
proteinas, que tienen un papel importante en el proceso de maduracién y senescencia de
frutos (Nooden, 1988b). Sin embargo, en la mayoria de las especies vegetales, el AG,
no retarda la senescencia de hoja, y su concentracion en los tejidos no fue
correlacionada con la senscencia (Halevy, 1986). En un estudio actual de Han (1995),
la aplicacién de AG; a concentraciones crecientes, conllevé a un incremento tanto de
clorofilas como de longevidad de hojas y un tratamiento repetitivo atrasa la clorosis
foliar pero con un leve descenso en la longevidad foliar de plantas de Liluim
longifolium. Esta aplicacion es de gran interes durante la postproduccién y el almacenaje
de las flores con el fin de evitar posibles pérdidas econémicas. Se sugerié que el
desarrollo de la clorosis foliar en Liluim durante la postproduccién podrfa ser asociado

al estado de carbohidratos en hojas (Han, 1995; Jiao, et al., 1986; Miller et al., 1993).

Se ha demostrado que en los tejidos que muestran una disminucién en la
actividad de giberelina como consecuencia de su estado de desarrollo, un tratamiento
exdgeno con AG; retrasa la senescencia, lo que corrobora y pone de manifiesto que las
giberelinas juegan un papel importante en la senescencia; ademds las giberelinas
exdgenas parecen ser mds efectivas cuando las giberclinas enddgenas estdn mds bajas
(Nooden, 1988b).
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2.10.2.- Papel Fisiolégico de las Citoquininas

Se sabe que las citoquininas juegan un papel importante en todas las fases
de desarrollo de la planta, desde la divisién celular y alargamiento celular en cultivos
de tejidos, hasta la formacién de flores y frutos. Las citoquininas afectan al metabolismo
general de la planta, incluyendo las actividades de determinadas enzimas, biosintesis de
factores de crecimiento, asi como influyen en la aparicién de orgdnulos celulares y el

flujo de asimilados y nutrientes a través de la planta (Skoog y Amstrong, 1970).

Uno de los efectos mds destacados de la aplicacion exégena de citoquininas es
su capacidad de retrasar la desaparicion de clorofila y la degradacién proteica que
generalmente acompaifia a los procesos de senescencia de hojas y frutos (Van Staden et
al., 1988). La aplicacién de citokininas en hojas viejas, puede revertir el efecto de la
clorosis, resultando en hojas verdes con una reorganizacién del grana en los cloroplastos
(Leshem, 1986; Thimann, 1987).

Se ha comprobado que las citoquininas sintéticas son mds efectivas que las
naturales, debido a su mayor estabilidad una vez absorbidas por la planta. Parece ser
que las citoquininas exdgenas pueden corregir una posible deficiencia de citoquininas
endégenas que pudiera darse lugar en determinados estados fisioldgicos de la planta,
tales como antes o durante la senescencia (Nooden y Leopold, 1988). Exiten estudios
sobre el papel de las citoquininas exclusivamente a nivel de hojas y se conoce poco
sobre otros 6rganos como flores, frutos pero se han realizado experimentos sobre

citoquininas y su papel en la maduracién de éstos érganos (McGlasson et al., 1978).

En relacién con los efectos retardadores de la senescencia, se ha observado que
los tratamientos con kinetina a hojas separadas, provocan un rdpido incremento en la

cantidad de RNA y en algunos casos un incremento en los contenidos de DNA y
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protefnas totales (Jacobs, 1979a). Existe una gran concordancia de que las citoquininas
mantienen los niveles de proteinas durante la senescencia mediante una reduccién en la
velocidad de degradacion mds que por aumento de la sintesis (Sacher, 1973)
disminuyendo la actividad proteasa en general (Sacher, 1983).

Generalmente los frutos y las semillas son objeto muy utilizado en los estudios
del papel de citoquininas en la maduracién de estos 6rganos. Estas estructuras contienen
niveles mayores de citoquininas cuyos niveles descienden con la maduracién (Hopping
et al., 1979; Sandstedt, 1974). En frutos, la pérdida de clorofila y la conversién de
cloroplastos a cromoplastos estd frecuentemente acompaiiada por una disminucién en el
contenido de citoquininas, por lo tanto una aplicacién exdgena de kinetina podria

prevenir la diferenciacién de cloroplastos y cromoplastos (Van Staden et al., 1988).

Se ha estudiado que las citoquininas son capaces de influir tanto en las hormonas
promotoras de senescencia como inhibidoras y viceversa (Nooden y Leopold, 1988). Asi
muchos ejemplos muestran que las citoquininas pueden contrarrestar los efectos
promotores de la senescencia del ABA, y otros resultados muestran que las citoquininas
pueden afectar los niveles endégenos de ABA, unas veces de forma competitiva y otras
no (Nooden, 1988b; Parra y Pina, 1988).

Debido a los efectos fisioldgicos de las citoquininas, su aplicacion exégena se
utiliza cada vez con mds frecuencia en horticolas y drboles frutales, cuyas repercusiones
econdmicas son de gran relevancia, pueden estimular el crecimiento vegetativo de las
hojas en manzanos pero producen una cierta disminucion en el crecimiento de tallos tras

un tratamiento con Benciladenina (Green y Autio, 1990).

El problema principal de las citoquininas es que no se conoce con exactitud su

mecanismo de accién una vez han sido absorbidas por las hojas o raices, asimismo, la
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existencia de muchos tipos de citoquininas tiene ain muchas cuestiones sin resolver
acerca de sus funciones (Horgan, 1984). Los proyectos futuros se enfocan en la
conservacion de la actividad de las citoquininas con el fin de ampliar la longevidad de

organos vegetales recolectados, como son los frutos (Van Staden et al., 1988).

2.11.- Papel de los biorreguladores en la aliviacién del estres

La germinacion y el crecimiento precoz de las semillas es un factor importante
para el establecimiento de una cosecha, y estos estadios son generalmente sensibles a las
condiciones de stress. Para evaluar los efectos de depresion en una cosecha, muchos
investigadores ha podido revelarlos gracias a los tratamientos de las semillas con las
hormonas sintéticas o biorreguladores. Las semillas de trigo sumergidas en una solucién
de AIA increment la germinacién y mejoré el enraizamiento asi como el tamafio de la
raiz bajo condiciones de estres salino (Chippa y Lal, 1978). Paralelamente a mejora de
la germinacidn, tratamientos con AIA o AG; también increment6 la cosecha de trigo y
la absorcién de nutrientes (Balki y Padole, 1982). Un tratamiento foliar semanal con
spray desde un mes después de la siembra hasta la maduracion incrementé de manera
significativa (50%) el peso seco del brote y un 31% en la cosecha de grano de las
plantas crecidas bajo stress salino (Sarin y Rao, 1961). De forma similar, el tratamiento
por spray con AIA o 2,4 D en plantas de trigo exhibid significativamente un efecto
favorable sobre el crecimiento de trigo cuando el stress hidrico coincidié con la
formacion apical, floracién, o en el estadio de "leche”. (Darra et al., 1973) también
observaron en semillas de trigo sumergidas en soluciones de AIA mejoré la emergencia
y el crecimiento de las semillas bajo un stress salino. Cuando las semillas de Z. mays
estdin sumergidas en soluciones de AIA y en varias concentraciones de salinidad,
mostraron un incremento de peso seco y cosecha de grano, asf como en la absorcién de

N, P, K, Ca y Mg pero un descenso en Na (Darra y Saxena, 1973).
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En una experiencia de Salama et al. (1981), observaron que, en plantas de
tomate de 8 semanas de edad, la aplicacién con spray de AIA revertié los efectos de
depresion sobre el crecimiento producidos por la salinizacién. En la misma experiencia,
sin embargo, la aplicacién de AIA no pudo contrarrestar la reduccién del crecimiento
en plantas de Eruca sativa. Abdel-Rehman y Abdel-Hadi (1984) mostraron que un
tratamiento con AIA a plantas de Vigna radiata, crecidas bajo condiciones de etres
salino, conllevé a un incremento en el contenido foliar de agua, la composicién de
pigmentos y la concentracién de K.

Como se mencion6 anteriormente, los biorreguladores presentan un gran abanico
de aplicabilidad, en cuanto a sus papeles en la resistencia de las plantas al estres salino,
y se han estudiado algunas interaciones entre los reguladores de crecimiento y los
nutrientes minerales. Se ha comprobado que en condiciones de salinidad, se produce un
desequilibrio hormonal en las plantas y que puede ser un factor limitante para el
crecimiento, esto podria corregirse con una aplicacién exdgena de citoquininas y
giberelinas o bien con un incremento en la concentracién de nutrientes (Amzallag et al.,
1992), puesto que se demostré que la reduccion del crecimiento de las plantas expuestas
a la salinidad, se debe a una limitacién de la capacidad de las plantas para ajustar los
desequilibrios nutricionales que afectan las funciones metabélicas y el balance hormonal
(Kuiper et al., 1989). Se demostré previamente que una aplicacién de citoquininas,

resulta efectiva para aliviar la deficiencia de nutrientes (Kuiper, 1988).
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3.1.- Caracteristicas del cultivo.

Las plantas crecieron en un invernadero de los llamados tipo "Parral”. Estos
invernaderos se construyen a base de rollizos de madera con los pies derechos y
alambre galvanizado en las cubiertas. La anchura del invernadero fue de 20 m y con una
superficie de 2000 m?2, cubierto de polietileno térmico de 800 galgas. El invernadero
presentaba un sistema de fertirrigacién localizado, con goteros de largo recorrido “inter-
lineal” y un caudal de 4 L/h. Este tipo de invernadero y con estas caracteristicas es el
mds abundante en la provincia de Almeria, cuando se realiz6 el experimento. El

invernadero presentaba una orientacién Este-Oeste.
3.1.1.- Especie estudiada.

3.1.1.1.- Generalidades.

El pimiento es una planta cuyo origen botdnico cabe centrarlo en la zona
meridional del continente Americano, concretamente en el drea Perd-Bolivia, desde
donde se expandio al resto de America Central y Meridional. Fue Cristobal Colén quin
lo introdujo en Europa y bautizé con el nombre de pimiento. En el siglo XVI llegé a
Asia (India) a través de Portugal. En la actualidad su cultivo est4 extendido por todo el

mundo y alcanza gran popularidad en los paises riberefios del Mediterrdneo.

El color del fruto se debe a la capsorrubina y capsantina, poliacetonas
combinadas con los dcidos miristico, palmitico, pol€ico, estedrico y carnaiitico; el sabor
picante se lo da la capsaicina (vanililamida del metilnonimico) localizada

preferentemente en las placentas del fruto.

Algunas variedades de pimientos se utilizan como ornamentales por el atractivo

que muestran sus pequeiios frutos; sin embargo, su principal aprovechamiento es la
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alimentacién humana como hortaliza de acompafiamiento debido a su riqueza en
vitaminas (principalmente el dcido ascérbico 128-370 mg/100 g de fruto comestible) o
como condimento (Pimiento picante y Paprika dulce) y colorante por sus carotenoides
diversos como capsantina, caroteno y ésteres de zeaxantina. Ya en los lugares de origen
constitufa un elemento bdsico en la alimentaci6n de los aborigenes americanos y sus usos
culinarios eran diferentes en funcién de las variedades de que se tratase, algunas de las
cuales eran de uso exclusivo para las clases altas. Los Mayas de Guatemala utilizaban

el pimiento como planta medicinal contra los calambres y las diarreas; en la actualidad
se utiliza como digestivo y diurético.

3.1.1.2.- Encuadramiento taxonémico y descripcién botdnica.

El pimiento es una planta con una complicada taxonomia botdnica con, fruto de

una variabilidad genética apreciable, origen de una gama amplisima de formas.

El pimiento pertenece a la familia Solanaceae, y su nombre botdnico mds
generalizado es el de Capsicum annuum L.

Algunos autores como Bailey (1977), s6lo reconocen una especie (C. annuum),
que engloba toda la variabilidad genética existente.

Otros autores, como Purseglove (1974), distinguen dos especies: Capsicum
annuum L. y Capsicum frutescens L., que difieren fundamentalmente en el nimero y
color de las flores por inflorescencia; forma de los frutos; ciclo vegetativo, etc. Dentro
de C. annuum L. este mismo autor llega a incluir siete variedades bot4nicas, en funcién
principalmente de la forma y tamafio de los frutos: var. abbreviatum Fingerh, var.
acuminatum Fingerh, var. cerasiforme (Miller) Irish, var. conoides (Miller), Irish, var.
Jasciculatum (Styrt) Irish, var. grossum L. Sendt y var. longum (DC) Sendt, mientras
que en C. frutescens L. distingue la variedad baccatum, plurianual y de aspecto

arbustivo.
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El mismo Purseglove (1974) indica como taxones cultivados de pimiento
reconocidos actualmemte:

- C. annuum 1.. var. annuum: a esta unidad pertenecen la mayor parte de los
cultivares existentes. Corolas de color blanquecino. Flores normalmente solitarias.

- C. baccatum L. var. pendulum (Wild) Eshbaugh: corolas de color blanco, con
zonas amarillentas asalmonadas en el interior, anteras amarillentas.

- C. chinense Jacq: con 3-5 flores por nudo.

- C. pubescens Rucz-Pav.: con hojas y tallos recubiertos de vellosidades y corola

con coloraciones purpiireas.

Ya se ha indicado que la mayor parte de las variedades cultivadas pertenecen a

Capsicum annuum L., cuyas caracteristicas botdnicas son las que vamos a describir a
continuacién.

Planta herbdcea anual. Sistema radicular pivotante y profundo que puede llegar
hasta 70-130 cm segiin el tipo de suelo, reforzado de mimerosas raices adventicias. Sus
tallos son de crecimiento limitado y erectos con una ligera lignificacion cuando la planta
adquiere una cierta edad, su porte medio puede oscilar entre 1 y 2 m en invernadero.
Las hojas son lampifias, enteras, ovales o lanceoladas con un dpice muy agido,
dispuestas en el tallo de forma alterna, el tamafio de la hoja adulta tiene correlacién con
el peso del fruto.

Las flores poseen la corola blanquecina, aparecen solitarias en cada nudo y son
de insercion aparentemente axilar. Su fecundacién es claramente autégama, no

superando un potcentaje de alogamia del 10%.

El fruto es una baya semicartilaginosa y deprimida, de color rojo o amarillo

cuando estd maduro que se puede insertar pendular o enhistamente, de forma y tamafio
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muy variable. En este iltimo sentido puede decirse que existen variedades que dan

frutos de 1 6 2 g, frente a otras que pueden formar bayas de mds de 300 g.

Las semillas, redondeadas y ligeramente reniformes, suelen tener 3-5 mm de
longitud, se insertan sobre una placenta cénica de disposicion central, y son de un color
amarillo pdlido. En 1 g pueden contenerse entre 150 y 200 semillas y su poder de

germinacién dura de 3 a 4 afios.
3.1.1.3.- Expansi6n del Cultivo de pimiento

Segiin los datos de la FAO (1980 y 1986), mencionados por GIL (1991), la
superficie dedicada al cultivo de pimiento en el mundo es de 1.041 Ha x 10° y Ia
produccién, de 8.552 T x 10%, actualmente los principales productores por continentes

y en orden decreciente son:

Asia, con China, Turquia e Indonesia como principales productores.
Europa, cuyo principal productor es Espafia, seguido de Itdlia y Yugosldvia.
Africa, con Nigeria, Egipto y Tudnez.

América, con Mexico y Estados Unidos.

Concretamente en Espafia, este cultivo es uno de los mds importantes, tanto en
superficie como en produccion y transformacion (en torno a las 700 10? Tm/afio durante
la decada 1980-1990). De acuerdo con los datos del Ministerio de Agricultura (1970-
1985) mencionados por GIL (1991), la superficie y la produccion de pimiento (Exepto
el Piment6n) se han incrementado en el periodo 1970-85 en un 9 y un 71%

respectivamente. Este extraordinario incremento de los rendimientos se ha debido:
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- Al desarrollo del cultivo en invernadero, particularmente en Andalucia,
Canarias y Murcia, que provoca un gran aumento en las producciones.

- Al incremento de 1a superficie cultivada de Aragon, Galicia y Pais Valenciano.

Hay que destacar que en el afio 1986, las principales regiones productoras de
mds a menos son Andalucia, Murcia, Castilla la Mancha, Pais Valenciano y Aragon.
Segiin el M.A. y en el caso de la regién de Andalucia: la produccién en pimiento dulce
se incremento de 43.6 a 258 T x 103 de 1970 a 1985 respectivamente.

El cultivo de pimiento en Andalucia es uno de los que tiene mayor importancia
economica, segun datos de la BME, Eurostat y Mercasa, aproximadamente 50,7% de
Ia produccién total del pais, proviene de cultivo bajo plastico de esta zona,
fundamentalmente Almeria que representa aproximadamente el 28% de la superficie
total cultivada (suponiendo un indice en la intensidad de cultivo de 1.8). En segundo
lugar viene Murcia con un 15.4% respecto a la produccién total y finalmente, la

comunidad Valenciana con un 6.5%.

3.2.- Caracteristicas de las parcelas.

El invernadero contenia 36 parcelas, que correspondian a los 8 tratamientos de
biorreguladores y un tratamiento control, todos con sus 4 respectivas repeticiones. Las
parcelas no presentaban problemas de encharcamiento ni de arrastre de nutrientes. Cada
parcela estaba individualizada y la superficie de cada una de ellas era de 14 m?, con un
marco de plantacion de 21 plantas por parcela. El suelo de estas parcelas presentaban

textura y tipologia homogéneas.
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3.2.1.- Tratamientos o parcelas.

El cultivo fue sometido a distintos tratamientos de biorreguladores comerciales
aplicados a las plantas como spray con dosis y tiempo de aplicacién bien determinados
asi, como recomienda la manifactura de estos productos, la tabla 1, representa los
nombres comerciales, composicion, dosis y tiempo de aplicacién de los distintos

biorreguladores.

El cultivo fue suplementado con una fertilizacién homogénea de N, K y de P.
El N fue aplicado en forma de NH,;NO; y KNO; (15 g/m?), el P se aplic6 como
H;PO, (8 g/m?) y se sumunistré el K en forma de KNO; (28.8g/m?). La fertilizacién
con macronutrientes fue complementada con una concentracién (expresada en p.p.m.)
en el agua de riego de los siguientes micronutrientes: Fe aplicado como EDDHA (5);
Mn (2); Zn (1); B (0.5); Cu (0.25) y Mo (0.05): El pH final fue de 5-6. El B como

H3BO; y los restantes micronutrientes como sulfatos.
Con objeto de simplificar la nominacién de los biorreguladores, atribuimos a

cada tratamiento un ndmero, asimismo tenemos 8 tratamientos y un control,

representados en la tabla 1.
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Tabla 1.- Composicién y tiempo de aplicacién de los tratamientos de biorreguladores

Tratamientos Dosis Tiempo(s) de aplicacion
T, - .

T1= Cloruro de (CCO) En la primera floracién
Clormecuat 40-46 %

Fitorregulador

T2 = Fosfonutrem
Bioactivador de sintesis

T3= Siapton
Bionutriente

T4= Biozyme
Fitohormé6nas

T5= ANA
Fitorregulador

T6= Ergostim
Bioestimulante

T7= Toliftalam
Fitorregulador

T8= Acido Giberelico
Fitorregulador

Aminodcidos y
micronutrientes (46.9
%, piv)

Aminodcidos y
materia orgdnica
(10%)

AG + IAA + Zeatina
y micronutrientes
(1.86%)

Acido naftalenacético
(0.43%)
N-acetilazolidin 4-
dcido carboxilico (5%)
Acido naftil metil
toluitaldmico (20%)
Acido giberelico AG;
9%)

Antes de la floracion con un
intervalo de 15 a 20 dias.

Inicio de floracion y después
del cuajado.

Inicio de floracion

Desde la floracion hasta la
abscision de petalos

Antes y después de la
floracién

En la plena floracién

En flores abiertas

En el empleo de cualquier tipo de producto que incida sobre los procesos fisiol6gicos

y bioldgicos del vegetal sobre el que se aplica tales como los fitorreguladores, hay que tener

en cuenta que:
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- Los resultados obtenidos en una determinada especie (0 mejor variedades cultivadas)
no son extrapolables a otra.

- La aplicacién de un mismo producto 0 a una misma planta en estados fenolgicos

diferentes induce generalmente, efectos distintos.

- Aumentos en las dosis recomendadas, en la mayoria de los casos resultan fitotéxicos.
Muchos de ellos se utilizan como herbicidas.

- Es muy recomendable, en especial en aquellos que inciden en el cuajado de la
cosecha, tener en cuenta que no aportan elementos nutritivos, que los cultivos tratados
deben ser sometidos a un racional abonado de fondo y foliar. Lo anterior tambien es de

aplicacion a algiinos bioestimulantes y activadores del crecimiento.

3.3.- Pardmetros ambientales

Se midieron las temperaturas méxima, minima y media, aérea y radicular, a lo largo
del ciclo de cultivo, asf como los valores de la humedad relativa e intensidad luminosa en el
interior y exterior del invernadero. Debe tenerse muy presente que los valores representados
corresponden a la media quincenal y que algunos valores coinciden con los muestreos
foliares. Hemos representado los datos de los diferentes pardmetros ecolégicos desde el inicio
de la plantacion hasta la recoleccion de los frutos finales, ya que inciden sobre la marcha del

cultivo. Por otra parte se determinaron los principales pardmetros tanto de suelo como del
agua de riego utilizada para el cultivo.

3.4.- Andlisis de la planta

Se recogieron 8 muestros de hojas con una periodicidad quincenal, y 5 de fruto,
ambos Organos recolectaron a partir de sus estadios juveniles hasta maduracion y fin de ciclo

biolégico. Se empezé el cultivo en Septiembre de 1991, su duracién fue de 210 dias. Los
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biorreguladores se aplicaron 3 veces en el 15 de enero, Febrero y Marzo del mismo afio,

fechas que corresponden al inicio de floracion y su desarrollo.

Esquema de trabajo de las determinaciones realizadas con el material vegetal.

MUESTRA DE HOJA

Muestreos: 8, Repeticiones: 4

Submuestra de materia fresco Submuestra de material seco
Actividad Nitrato Reductasa "in vivo" N orgdnico

Actividad ANR enddgena N asimilado

Actividad ANR inducidad con NO; N total

Actividad ANR infiltrada con Mo NOj;, NH} y N mineral

Actividad Nitrato Reductasa "in vitro"
Actividad Nitrito Reductasa "in vitro"”

Aminodcidos y Proteinas solubles

MUESTRA DE FRUTO

Muestreos: 5, Repeticiones: 3

Material Fresco Material Seco
Produccion: Comercial, de estrio y Total Hidratos de carbono
como Kg/ Ha y N° de frutos/ Ha - Glucosa

- Fructosa

- Sacarosa

- Almidén

Pardmetros de calidad
- pH, CSS, Firmeza, Acido ascérbico
Acido citrico, Peso fresco

- Pigmentos: Clorofilas a y b
Carotenos
Licopenos
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3.5.- Plantas.

Un resumen del esquema general desarrollado en este apartado queda reflejado en la

tabla anterior
3.5.1.- Toma de muestras vegetales y su preparacion.

Cada repeticién constaba de 14 plantas que fueron muestreadas en su totalidad, asf
como todas las repeticiones, recolectando 2 hojas por planta (Sdnchez, 1987), las hojas que
constituyeron las muestras fueron tomadas de la parte central del tallo, pues éstas presentan
un crecimiento que se considera de vigor medio y de una edad fisiolégica que corresponde
al modelo de madurez de la planta entera (Guzmdn, 1987), se desprecié el peciolo, se
introdujeron en bolsas de pldstico perforadas y convenientemente rotuladas con objeto de
identificarlas bien en el laboratorio y fueron transportadas en condiciones de frio. La
recoleccion de los limbos foliares se realizé con una periodicidad quincenal durante su ciclo

biol6gico hasta la aparicién de la sintomatologia tipica de la senescencia en plantas.

Siguiendo las indicaciones de Chapman y Pratt (1979), fueron rechazadas aquellas
hojas que presentaban un tamafio anormalmente grande o pequefio, las que presentaban
lesiones de origen mecdnico o provocadas por plagas, as{ como las que presentaban sintomas

visuales de deficiencia, salvo que éstos representasen el estado medio de la repeticion.
3.5.2.- Preparacién de las muestras de hoja para material fresco.
Las hojas muestreadas fueron sometidas a un proceso de descontaminacién (Wolf,

1982), se hicieron dos submuestras, una de ellas se introdujo en un congelador (-20 e} y

con las otras submuestras se sigui6 el procedimiento descrito mds adelante.
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3.5.2.1.- Material vegetal fresco.
3.5.2.1.1.- Proteinas solubles.

Se pesaron 0.5 g de material vegetal fresco y se maceraron en 5 ml de tampdn fosfato
50 mM (pH 7). El extracto asf obtenido se filtr6 y centrifugé a 12000 g durante 15°. Se
pipetearon 0.2 ml del sobrenadante, para afiadirle a continuacion 10 ml del colorante Azul
de Coomasie. Se agit6 por inversion del tubo y pasado un tiempo, entre 5 y 60, se realizé
la lectura a 595 nm. Igual procedimiento se sigui6 con la curva patrén de albimina bovina.
El resultado se expresé en mg/g peso fresco (Bradford, 1976).

3.5.2.1.2.- Aminodcidos solubles.

La metodologia seguida fue la propuesta por Moore y Stein (1954). Del extracto
anterior se tomaron 0.5 ml y se le afiadieron 1.5 ml de reactivo de Ninhidrina. Dicha mezcla
se introdujo en un bafio de agua a 100 "C durante 20°. Seguidamente se adicionaron 8 ml de
propanol al 50% y a los 10’ se procedi6 a su lectura a 570 nm frente a una curva patrén de

glicocola-ninhidrina. Los resultados obtenidos se expresaron en mg de glicocola/g de peso
fresco.

3.5.2.1.3.- Actividades enzimdticas.
3.5.2.1.3.1.- Nitrato-reductasa.
La actividad de las diferentes formas de la nitrato-reductasa determinada se realizaron

por el método de Harper y Hageman (1972) y modificado por Valenzuela (1990), con
pequefios cambios debido al material vegetal utilizado.
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3.5.2.1.3.1.1.- Nitrato-reductasa endégena (NRe).

El método es el descrito por los autores anteriores, y adaptado por Valenzuela et al.
(1987) en plantas crecidas en andlogas condiciones, para poder utilizar la metodologia descrita
por Bar-Akiva et al., (1970). Se obtuvieron discos de tejido foliar con un didmetro de 5 mm
y un peso de 100 mg. Dichos discos fueron incubados durante 120° a 27 "C en oscuridad en
5 ml de una solucién que consistié en un tamp6n fosfato 100 mM (pH 7.5) y 1-propanol al
1% (v/v). Previamente a la incubacion, las muestras fueron sometidas a un proceso de vacio
(aproximadamente 20 mm Hg) durante 3°. El NO, obtenido se valoré por medio del color
rojo que se desarrolla al agregar 2 ml de sulfanilamida al 1% (p/v) en HC1 1.5 Ny 2 ml de
dihidrocloruro de N-(1-naftil)-etilendiamida al 0.02% (p/v) preparada en HCl 0.2 N, el
volumen se ajusté a una cantidad constante y la intensidad del color desarrollado se midi6 a
540 nm en un espectrofotémetro frente a una curva patrén de NO; (Snell y Snell, 1949). Los

resultados se expresaron en uM de NO; formados en 60’ y por g de peso fresco.
3.5.2.1.3.1.2.- Nitrato-reductasa inducida con NO; (NRind).

Su determinacién se basa en el método de Bar-Akiva y Sternbaum (1966) y
modificado por Bar-Akiva et al., 1970 e igualmente adaptado por Valenzuela et al. (1987)

El cambio con respecto a la NRe consiste en que el medio de incubacién e infiltracién
estd compuesto por 50 mM KNO3, 100 mM de tamp6n fosfato (pH 7.5) y 1-propanol al 1%
(v/v). Después del vacio, las muestras fueron incubadas durante 60’ a 27 “C en oscuridad.
Los NO, resultantes se determinaron por el método de Snell y Snell (1949) y la actividad se
ha expresado igual que en el apartado anterior.
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3.5.2.1.3.1.3.- Nitrato-reductasa infiltrada con Mo (NRinf).

Este método es una variante del propuesto por Shaked y Bar-Akiva (1967) y
Valenzuela et al. (1987), la diferencia consistié en que dichos autores afiadfan al medio de
incubacién e infiltracion (NHg)¢Mo070,4 y KNO3. Nosotros suprimimos la segunda sal y
afiadimos Na,M0O, al 2%. El tiempo de incubacién y demds pardmetros permanecieron igual
que en el apartado 3.5.2.1.8.1.2. y la actividad de la enzima se expresé como en los dos

apartados anteriores.

3.5.2.1.3.2.- Nitrato reductasa "in-vitro”

Se macer6 0.5 g de material vegetal en Buffer fosfato potasico pH 7.5, EDTA al 1
mM, Na,MoOy,, 2.5 mM de cisteina y 1% de PVPP (p/v). Después de una centrifugacion
durante 15, se procede a una incubacién de las muestras que contenfan, NADH 100 mM,
KNOj3 0.5mM , pasado este tiempo, se para la reaccion mediante una precipitacién del
extracto, con acetato de zinc a 0.1% (p/v), a continuacién se somtieron las muestras a una
nueva centrifugacion. Se realizé el ensayo de la ANR de acuerdo con la metodologia
propuesta por Hageman y Reed (1980), determinando la concentracion de nitritos formados

por hora y por gramo de peso fresco.

3.5.2.1.3.3.- Nitrito reductasa "in-vitro"

Se determiné la nitrito reductasa a partir de la maceracién anterior para la
determinacion de ANR "in-vitro". Se realiz6 el ensayo segin la metodologia descrita por
Ramirez et al., (1966), midiendo el descenso en la concentracién de nitritos en un medio que
consistia en la mezcla de buffer fosfato potdsico al 50 mM, NaNO, al 0.25 mM, 1 mM de
metilviolégeno, tras una dilucién mediante Ia adicién de 10 ml de H,O destilada, se cogi6
una alicuota para realizar la lectura por espectrofotometria a una longitud de 540 nm, frente

a una curva de NO, . Los resultados se expresaron en pmol de nitritos destruidos/h/g p.f.
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3.5.2.2.- Material vegetal seco.

La submuestra destinada al andlisis de material vegetal seco fue introducida en una
estufa de aire forzado a una temperatura de 60-70 "C durante un periodo de 16-24 horas
(Steyn, 1959). Pasado dicho tiempo, se procedi6 a su molienda hasta el estado de polvo, para
lo cual se empled un molinillo "Kelner mod. K.S." con aspas de pldstico con objeto de evitar
posibles contaminaciones. Una vez que las muestras estaban bien molidas fueron guardadas
en bolsas de pldstico. El material molido se introdujo, en vasos de vidrio, en una estufa
durante 16 horas a 70 "C. Pasado dicho tiempo, las muestras se dejaron enfriar en un
desecador (Lachica et al., 1973.).

3.5.2.2.1.- Digesti6én sulfirica.

Del material vegetal recogido y preparado como antes se ha indicado, se pesé una
determinada cantidad que se sometié a una mineralizacién con H,SO, concentrado y H,0,
al 30%, libre de P, (Wolf, 1982) y del mineralizado resultante se tomaron las
correspondientes alicuotas en las que se determinaron los siguientes elementos: N orgdnico,
P, K, Na, Ca, Mg.

3.5.2.2.2.- Determinaciones.

La metodologia usada para la determinacién de cada uno de los elementos

anteriormente citados es la siguiente:
3.5.3.2.2.1.- Nitr6geno orgénico.

Se tom6 una determinada alicuota, del mineralizado sulfiirico, a la que se le afiadieron

determinadas cantidades de los siguientes reactivos:
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- Buffer de trabajo: 0.1 M Na,HPO,.12 H,O; tartrato Na-K, al 5% y NaOH al 5.4%,

despues de esta operacidn se agité vigorosamente.

- Salicilato sédico-Nitroprusiato sédico (15%-0.03 %, respectivamente), y también se
agito, la solucién resultante.

- Hipoclorito sédico al 5.25%, y se volvi6 a agitar.

La mezcla resultante se dejé en reposo durante 45’ a 25 “C y en oscuridad, trascurrido
este tiempo se procedid a su lectura por espectrofotometria a una longitud de onda de 650
nm, frente a una curva patrén de (NH,),SO,, agitando vigorosamente, de nuevo, cada
muestra antes de proceder a su lectura espectrofotométrica, con objeto de evitar la formacion

de precipitados (Baethgen y Alley, 1989).
3.5.2.2.2.3.- Extraccién de las formas solubles i6nicas.
3.5.2.2.2.3.1.- Con medio dcido.

Se procedi6 a la realizacion de una extraccién, de dichas formas, con 0.5 g de
material vegetal molido y seco con 20 ml de HC1 1 N y durante un tiempo de 30’(Guzmédn
et al., 1986).

3.5.2.2.2.3.2.- Con medio acuoso.

Se utiliz6 el método propuesto por Cataldo et al. (1975). En un tubo se introdujeron
100 mg de material vegetal finamente molido y seco y se le afiadieron 10 ml de agua
destilada, seguidamente se procedié a su extraccién en un bafio termostatizado a 60 “C
durante 120°, pasado este tiempo se filtré y en el extracto resultante se midieron NH7 , NO;3,
Cl'y SO%.
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3.5.2.2.2.3.3.- Determinaciones.

3.5.2.2.2.3.3.1.- Amonio.

Con una alicuota del extracto acuoso se procedié como en el método descrito en el

apartado del N orgdnico.
3.5.2.2.2.3.3.2.- Nitratos.

Del extracto resultante del proceso anterior se tom¢ una alicuota de 0.2 ml a la que
se afiadieron 0.8 ml de una solucién formada por dcido salicilico y dcido sulfiirico al 5%,
para posteriormente adicionar 19 ml de Na(OH) 2 N y proceder a continuacion a su
cuantificacion mediante la medida de la intensidad de color a 410 nm frente a una curva
patrén de NO3 (Cataldo et al., 1975).

3.5.2.2.2.3.3.3.- Cloruros.

Para su determinacidn se usé el método de Koltoff y Kuroda (1951), modificado por
Chapman y Pratt (1961). A una alicuota del extracto se le afiadi6 un exceso de AgNO; en
medio nitrico, se prepard por filtracién del precipitado de AgCl y se valoré por retroceso con

sulfocianuro aménico en presencia de alumbre férrico. El resultado se expres6 en mg de Cl'/g

P-S).

3.5.3.- Preparacién del material de frutos

Los frutos se recolectaban desde su estadio juvenil, una vez en el laboratorio, se
pesaron, lavaron una submuestra se seca en la estufa a 70 C durante 24 h segin la

metodologia de Wolf (1982). La submuestra fresca fue sujetada a las determinaciones
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siguientes
3.5.3.1- Pigmentos.
3.5.3.1.1.- Clorofilas.

El método seguido es el preconizado por Hiscox e Israelstam (1979). Dicho
procedimiento consiste en sumergir en 10 ml de dimetil-sulféxido taleolas de 5 mm de
didmetro y un peso total de 250 mg en un bafio termostatizado a una temperatura de 65 °C
durante 60’. Pasado dicho tiempo se midi6 la intensidad de color en un espectrofotémetro
frente al correspondiente blanco y a las longitudes de onda indicadas por Bruinsma (1963).
Los contenidos en clorofilas se expresaron en mg de clorofila por cada 100 g de peso fresco

segin las ecuaciones de Mckinney (1941).

3.5.3.1.2.- Carotenos.

El procedimiento seguido fue el utilizado por Jaspar (1965), y consiste en una lectura
realizada en el extracto anterior a una logitud de onda de 502 nm y aplicando la férmula
propuesta por dicho autor. El resultado se expresé en mg de carotenos en 100 g de peso
fresco de fruto.

3.5.3.2.- Acido ascérbico.

Se procedié a la maceracién de 3 g de material vegetal y se homogeneizaron en frio
con dcido oxdlico al 0.4%, el extracto resultante se filtré y centrifugé a 5000 g durante 10’
a 4 "C. El sobrenadante se valoré con 2-6 diclorofenol-indofenol. La concentracién de 4cido

ascérbico se expresé6 en mg de dcido ascérbico en 100 g de peso fresco, previo
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enfrentamiento a una curva patrén del mismo 4dcido (Aberg, 1958).

3.5.3.3.- Acido citrico.

Se pesaron 10 g de material vegetal y se maceraron en 25 ml de H,O desmineralizada
y se filtré. Este pardmetro se determina mediante una volumetria dcido-base del filtrado con
Na(OH) 0.1 N hasta persistencia de un pH 8.2, medido con pH-metro. Se ha expresado como

concentracién de dcido citrico existente, en mg/100 g de peso fresco (Jarret et al., 1948).
3.5.3.4.- Acidez i6nica o pH de fruto.

Se pesaron 20 g de material vegetal, se maceraron con 50 ml de H,O destilada y se
filtré con papel Albert mimero 242. En el extracto resultante del filtrado se midé el pH
mediante un pH-metro (Aubert, 1971).
3.5.3.5.- Firmeza de fruto

Se determiné este pardmetro mediante un penetrémetro modelo John Chatillon &
Sons, aplicandose la presion sobre la seccion ecuatorial del fruto, se mide la resistencia a la

penetracion: presion necesitada para la ruptura de la piel del fruto, esta resistencia se expresé

en Newton.
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3.5.3.6.- Compuestos s6lidos solubles

Se realiz6 la determinacién de los CSS mediante un refractémetro, modelo Universal
Type N°. 135, sobre cuyo prisma se aplicé directamente un extracto de fruto, previamente
homogeneizado en medio acuoso, el ensayo se realizé a 20°C de temperatura, factor que
determina la concentracién de éstos compuestos a la hora de realizar la lectura. Los resultados

fueron en tantos por ciento.

3.5.4.- En material seco
3.5.4.1.- Hidratos de Carbono.

La metodologia seguida fue la propuesta por Upmeyer y Koller, (1973) con las
transformaciones necesarias para nuestro material vegetal. Se pesaron 100 mg de polvo
vegetal y se introdujeron en un tubo de ensayo, para ser sometidos a continuacion a una
extraccion mediante tratamiento con etanol al 80% a temperatura de 80 °C en bafio
termostatizado durante 60’ y posteriormente se procedi6 a centrifugacién a 1800 g durante
15°, con objeto de obtener el sobrenadante y determinar en €l 1a glucosa, fructosa y sacarosa
presentes en el tejido vegetal. El residuo resultante se hidrolizé por medio de la enzima
amiloglucosidasa a temperatura constante de 38 *C durante 48 h y en medio tamponado de
acetato-acético 4 M (pH 4.5). Tras la filtracién se cuantificS la concentracién de almidén

existente en los limbos foliares.
Los distintos hidratos de carbono fueron cuantificados frente a sus respectivas curvas

patrones y a una longitud de onda 480 nm, segiin el método del fenol-sulfirico (Hodge y
Hofreiter, 1962).
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3.6.- Productividad.

En las muestras procedentes de la recoleccién de los frutos, de cada uno de los

tratamientos y sus repeticiones correspondientes, se efectuaron las siguientes medidas:

.~ Niimero de frutos, tanto comerciales como de estrio y totales.

.- Kg/Ha de éstos, igualmente de los comercialmente vdlidos como de estrio

y totales.
Siendo los frutos comerciales aquellos que reunen las caracteristicas propias de la

comercializacion, y los de estrio son aquellos que no reunen estas caracteristicas y/o los que

estdn deteriorados.
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4.1.- Produccion y pardmetros de calidad de fruto
4.1.1..- Produccién

Son numerosos los factores que afectan al crecimiento de la planta, la duracién
de su ciclo y por lo tanto a la produccién (Davis y Estes, 1993). Estos factores incluyen
las condiciones ambientales, la fertilizacion, la densidad de las plantas en caso de un
cultivo en invernadero. Se ha comprobado que la densidad de las plantas de tomate
crecidas en invernadero estd acompaiiada con un descenso en la produccién comercial
(Mohammed y Ali, 1988), pero incrementa el tamafio y el nimero de frutos por planta
(Frost y Kretchman, 1988). En el caso del pimiento, se ha demostrado que la
fertilizacion nitrogenada y especialmente con P induce un aumento en la produccion
comercial (Cszinszky, 1984). Este autor encontr6 que altas dosis de P implica un

incremento tanto en el tamafio como en ¢l mimero de frutos por hectdrea.

En cultivos bajo invernadero, y con la misma planta de pimiento, se demostré
que un 6ptimo suministro de N es esencial para obtener una alta produccién (Maynard
et al., 1962). Una dosis de N comprendida entre 100 y 150 Kg/Ha conllevé a una
mdxima produccion. Posteriormente, Batal y Smittle (1979) comprobaron que una

aplicacién de NO3™-N (20mg/kg) indujo a una mdxima produccion comercial.

En nuestra experiencia, la aplicacion de los biorreguladores mostré que el Ts
(ANA) conllevé a la mdxima produccién comercial de primera expresada en N° de
frutos/Ha (Tabla 2), mientras que la minima produccién comercial coincidié con el
tratamiento con CCC. Nuestros resultados no estdn en concordancia con aquellos de
Plant et al. (1964) de una experiencia con plantas de guisante, y donde la aplicacién de
CCC conllevé a un incremento de la cosecha, esto podria ser debido a que este
biorregulador fuera aplicado al suelo directamente y no foliarmente como es nuestro
caso, o bien a las diferentes estructuras de los dos frutos. El porcentaje de descenso de
los N de frutos/Ha producido por T; podria ser explicado por la inhibicién del
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crecimiento vegetativo inducido por el CCC, y que hace que los N de frutos comerciales
de primera recolectados sea bajo, debido a que el ciclo de las plantas tratadas sea
retardado respecto a los otros tratamientos. Estos resultados podrian ser explicados por
los datos de N frutos comerciales recolectados de segunda del mismo tratamiento T;,
que no presentd la minima produccién, fue el tratamiento T, que coincidié con el mds
bajo N de frutos/Ha, mientras que el mdximo se presenté en el T; con 155.834
frutos/Ha. Referiéndonos a estos resultados, se demostré que el dcido toluiftaldmico (T7)
tiene como efecto extender el periodo de productividad durante la primavera y el
invierno de los cultivos en invernadero, por lo tanto este biorregulador se aplica para
estimular el cuajado y el desarrollo del fruto (Olympos, 1976). En nuestro caso, este
tratamiento indujo a una mayor produccién comercial pero de segunda, es decir que el
T, fue efectivo pero con menos grado que el ANA amida (Ts), que corresponde a la
mayor produccion comercial en frutos/Ha o en Kg/Ha. Resultados similares fueron
encontrados por Reynolds (1988) con plantas de uva, donde se aplicé el ANA

foliarmente y implicé un incremento significativo en la produccién expresada en Kg/Ha.

Tabla 2.- Produccién de Primera, Segunda y de Estrio y Produccién Total
expresada en N° frutos/Ha

Tratamiento Primera Segunda Estrio Produccién Total
T1 107.292 128959  212.917 341.876
T2 116.458 93.542 172.500 382.500
T3 115.000  105.208 190.000 410.208
T4 112.709  145.417 282.500 540.626
TS 133.750 131.667 168.750 434.167
T6 120.834  124.792  207.917 453.543
T7 118.750 155.834 228.334 502.918
T8 116.876 97.500 227.917 442.293
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Por otra parte, el tratamiento con retardantes del crecimiento y andlogos al CCC
aplicados a las plantas de uva del experimento anteriormente mencionado, indujo un
descenso en la produccién en Kg/Ha no significativo, pero se obtuvo mayor peso de los
granos de uva con respecto al control (Reynolds, 1988). Estos resultados confirman que
el ANA tiene una influencia directa o indirecta sobre el crecimiento de la planta y

también sobre la produccion.

En nuestra experiencia, el tratamiento con AG3 (Tg) produjo un incremento en
la produccién comercial de primera, de segunda y de estrio, pero este aumento con
respecto al control no fue tan reflejado como en el caso de Ts. Se sabe que la aplicacion
de giberelinas incrementa el crecimiento, induce la floracién y por lo tanto la
fructificacién de plantas de tomate (Rappaport, 1957), sin embargo estos efectos no

llevan con si un incremento en el tamafio de los frutos.

En cuanto a la produccién comercial expresada en Kg/Ha, se denota de nuevo
que el tratamiento T5 (ANA) (Tabla 3), coincidié con la mayor produccion
comercialmente vdlida y de primera. Comparando estos resultados con los de la
produccion en frutos/Ha, se confirma que el ANA amida produce un incremento no
solamente en el numero sino también en el peso de frutos/Ha, Se ha visto por otros
autores que en ciertas condiciones, por ejemplo la salinidad, el numero de frutos era
mayor, sin embargo la produccién comercial expresada en Kg/ha era minima (Lépez-
Cantarero y Romero, 1993). Estos resultados destacan la efectividad del T5 en la

produccion.

Si observamos los datos de la produccion total en N de frutos/Ha, se resalta el
T4 como mdximo y no el T como podriamos esperar. Esta mayor produccion, es
debida al gran numero de frutos de estrio (no comerciales) recolectados en este
tratamiento. Podemos pensar que el biorregulador Biozyme (T,) implica la formacién

de un gran nimero de frutos pero de baja calidad en cuanto al peso, color, o tamafio.
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Asimismo consideramos que el T, incrementa el cuajado del fruto, el N© de frutos y

probablemente conlleva a pérdidas econdmicas.

Tabla 3.- Produccién de Primera, Segunda y de Estrio y la Produccién
Total expresada en Kg/Ha

Tratamiento Primera Segunda  Estrio Produccién Total
T1 24.771 14.959 8.959 48.689
T2 26.833 11.042 9.208 37.967
T3 25.917 11.834 8.458 46.209
T4 26.396 15.855 11.125 53.376
TS 30.230 15.480 8.958 54.6638
T6 27.063 14.188 9.083 50.334
T7 26.250 16.688  9.542 52.480
T8 25.667 11.459 10.875 48.001

El efecto de los biorreguladores sobre la producciéon comercial de primera
expresada en Kg/Ha, pone de manifiesto el T que coincidié con la mdxima y el T, con

la minima produccién, presentando un 22% de diferencia entre ambos tratamientos.

Nuestros resultados de produccion total fueron mayores respecto a aquellos

obtenidos por Sdnchez y Romero (1995), con la misma planta a la que se aplicé dosis

diferenciadas de NK, obteniendo un 7% de diferencia en la produccion total media entre

ambas experiencias.

En cuanto a la produccién comercial de segunda (Kg/Ha), se destaca de nuevo

el T; con el mdximo valor presentando un incremento de 51% respecto al minimo

obtenido en el T,.
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Un andlisis de la tabla 3, nos muestra que el biorregulador T5 coincide con la
mdxima produccién en Kg/Ha, y con un valor bajo de frutos de estrio, en comparacién
con el T, que present el mdximo en estos frutos, con un 24% de diferencia entre
ambos. Estos resultados nos induce a pensar que el ANA-amida es un biorregulador
aplicable a las plantas de pimiento, con el fin de obtener un mayor N° de frutos
comerciales y la mayor produccién comercial y total en Kg/Ha, y por lo tanto sin

pérdidas econémicas.

El tratamiento con giberelinas en nuestra experiencia, no se destac6 tanto como
el Ts, en un trabajo anterior realizado por Valero (1993), se consider6 el tratamiento
con AGj efectivo para el incremento de la produccién total de drboles de citrus,
resultando en un 19% de aumento en los drboles tratados respecto al testigo. En nuestra
experiencia, con plantas de pimiento, el efecto del biorregulador Tg (AG3) no fue tan
pronunciado como el caso de los citricales, sin embargo podemos decir que fue efectivo

relativamente, en comparacion con las plantas control y también con el T;.

Si estudiamos el efecto del T, sobre la produccién, encontramos que tanto en N°
de frutos/Ha como en Kg/ha los mdximos de frutos de estrio no comerciales (Tabla 2
y 3). Como se ha descrito previamente en material y métodos, la composicién del
biorregulador T, consiste en una mezcla de Zeatina, Giberelina, Auxina y
micronutrientes; los resultados obtenidos con Ty y Tg analizados individualmente fueron
positivos en cuanto a la produccién comercialmente vdlida de primera y de segunda, se
puede pensar que el efecto conjunto de los tres fitorreguladores serfa el responsable de
este descenso en la calidad de los frutos, o por un efecto propio de la zeatina. En otros
estudios sobre citricales, se ha obtenido tras un tratamiento con kinetina, un incremento
en la produccién y tamafio de los frutos, resultando en frutos mds grandes y
homogéneos con respecto al control (Valero, 1993), lo que confirma el papel de este
biorregulador como estimulante del crecimiento (Skoog y Amstrong, 1970). Si

observamos los datos de peso fresco de los frutos, notamos que €l T4 correspondio al
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mdximo, y por consiguiente al mayor tamafio de frutos. Se demostré anteriormente que
las auxinas, giberelinas y citoquininas incrementan el tamafio del fruto, por un proceso
de aumento en el tamafio y/o en el numero de células (Crane, 1964; Coombe, 1976).
Posteriormente, se ha comprobado que estos biorreguladores son efectivos para las

plantas de patata, pimiento, pldtano y naranjos (Chapman y Chapman, 1980).

Por escasez de bibliografia referente al efecto de las citoquininas exégenas sobre
la produccion y especialmente la calidad de los frutos, y segin nuestra experiencia, el
biorregulador T, indujo un incremento en el tamafio y el numero de frutos, pero la

mayoria son no comerciales.

Parece ser que el tratamiento T, tuvo un efecto sobre la produccién, esta
influencia nos induce a pensar que la materia orgdnica presente en el T, fue responsable
del leve incremento respecto al control, pero cuando comparamos los resultados de la
produccion a nivel de los tratamientos T, y T3 cuya composicion se diferencia por el
aporte de micronutrientes (ver tabla de material y métodos), denotamos un ligero
incremento tanto en el peso como del mimero de frutos/Ha. Aunque no existen estudios
que relacionan los micronutrientes con la productividad de las plantas, sin embargo
nuestros resultados fueron concordantes con los obtenidos por Csizinszky (1984), que
aplicé foliarmente una mezcla de micronutrientes, que incremento de manera
significativa la produccién tanto en numero como en Kg/ha de frutos comerciales. Por
otra parte existen estudios sobre la utilizacion de Zn o de Cu en la agricultura, como
pesticidas, o fungicidas en drboles y hortalizas (Adriano, 1986).

El efecto de los tratamientos Tg y T sobre la produccion fue similar al del T,,.
Se destaca el tratamiento con CCC que redujo el numero y los Kg/Ha de los frutos
comerciales de primera. En otros trabajos realizados con cebada, el efecto fue inverso:
la aplicacién del CCC en un tiempo adecuado, induce un incremento en el numero de

espigas y de brotes por planta (Ma y Smith, 1992).
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La influencia de los demds tratamientos Tg 0 Tg sobre la produccion fue similar
al T,. Resumiendo, podemos decir que los biorreguladores aplicados tuvieron un efecto
directo sobre la produccién tanto en nimero de frutos como en Kg/Ha, y asf en un afio
de cultivo, se recolectaron los frutos dos veces. En comparacién con una experiencia
anterior y con la misma planta, el ciclo de la planta fue mds corto con dos meses de

diferencia respecto a nuestra experiencia.
4.2.- Calidad de fruto

la calidad del fruto estd condicionada por varios factores. Una 6ptima produccion
de frutos implica una mdxima distribucién de fotosintatos al fruto con el fin de obtener
una produccion adecuada tanto en calidad como en cantidad (Myers, 1993).

En muchas especies de plantas o drboles, el control de distribucién de los
fotosintatos estd relacionado con ensayos a nivel genético, de los reguladores del
crecimiento y del manejo del cultivo.

En nuestra experiencia, hemos determinado algunos pardmetros que podrian ser
de gran utilidad a la hora de interpretar o de comparar con los datos de produccion
anteriormente expuestos.

Se sabe que los pardmetros de calidad de pimiento incluyen: acidez, color,
firmeza, concentracion de dcidos orgdnicos y azucares y el contenido de compuestos
solidos solubles (CSS).

4.2.1.- pH del fruto

Se considera el pH del fruto como un factor determinante de la calidad, estd
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segin la necesidad del mercado. Se ha comprobado que la aplicacién de algunos

biorreguladores tiene un efecto directo o indirecto sobre la composicién de los frutos,

y por consiguiente en el pH de éstos (Reynolds, 1988).
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Fig. 1: Efecto de los Tratamientos sobre
el pH de fruto
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En nuestra experiencia, el mayor valor de pH coincidié con el tratamiento T,

(PH= 5.642), y el menor en Tg (5.34) (Fig. 1). A nivel de todos los tratamientos,

incluso el testigo las variaciones en el pH fueron nuy leves, sin embargo, los cambios

podrian ser orientativos para poner de manifiesto algunos cambios fisiolégicos en el

fruto.
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4.2.2.- Acido ascérbico y Citrico

El minimo valor de pH obtenido en el Tq podrfa ser debido también a las
mdximas concentraciones de dcido citrico y ascérbico, se obtuvo una correlacion
negativa r= -0.303, P= 0.125 entre el pH y el 4cido citrico. Los resultados de dcido
ascorbico fueron similares en todos los tratamientos, pero se destaca el T; y Tg que
presentaron un 28 % de incremento con respecto al testigo. El resultado del dcido citrico
a nivel de los tratamientos fue mds heterogéneo, el Tg de nuevo mostré la mdxima
concentracién, obteniendose un 34% de incremento respecto al testigo (Fig. 2), mientras
que los tratamientos T,, T, y T; presentarén en general valores muy aproximados a los
del testigo. Parece que los tratamientos T, y Tg actuan de manera opuesta sobre el
contenido de 4dcido ascérbico (Fig. 3) y especialmente el citrico. Se ha obtenido un 16%
y 37% de descemso en T, respecto al Tg para el dcido asérbico y citrico
respectivamente. Parece que el Tg implica la acumulacién del dcido citrico en el fruto,
este acumulo podria ser debido a una accién del AG3 sobre la translocacion desde las
hojas o bien sobre la sintesis "in situ” del dcido orgdnico (Valpuesta et al., 1993),
ademds de la alta concentracion de dcido ascorbico conllevé a un pH bajo. La acidez
elevada en los frutos tratados con Tg, es un buen critério para el procesamiento de los

frutos (Davis y Hobson, 1981).

El descenso de pH con respecto al control en el Tg, serfa debido a un incremento
en el crecimiento del 6rgano, por el estimulo en la division celular y por lo tanto un
incremento en el volumen de células provocado por el AG; (Coombe, 1976). El
porcentage (3.4 %) de incremento obtenido en el T, respecto al control y comparandolo
con el resultado de AG3, podriamos deducir que el T, implicé un crecimiento lento de
los frutos, aunque téoricamente seria el T, que podria tener este efecto. Existe un
porcentage de incremento, pero muy bajo, en el pH entre las plantas testigo y las
tratadas con Ts. Este resultado es inverso al obtenido por Reynolds (1988) con plantas
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de uva, y donde la aplicacién de ANA conllevé a un incremento, también bajo, en el

pH de los frutos pero sin afectar a la produccién (Miller y Ware, 1980).

.- © @ 0O0awa

Fig. 2: Efecto de los biorreguladores
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(Fig. 4).

Los resultados de firmeza obtenidos, muestran claramente un efecto del Tg (AG3)

4.2.3.- Firmeza del fruto

incremento significativo respecto al testigo, la minima se

sobre este pardmetro de calidad de fruto, res
6% de descenso







