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RESUMEN

Con el propésito de evaluar el efecto de prohexadiona de calcio (P-Ca) en el contenido endégeno de giberelinas en apices de tomate
saladette (Lycopersicon esculentum Mill.) y chile pimiento (Capsicum annuum L.), se aplicaron tres dosis del retardante (125, 175y
200 mg-litro*) y un testigo (H,0) en ambas hortalizas en el estadio de plantula con seis hojas verdaderas. Los apices se cosecharon
los dias 0, 1, 3 y 6 después de haber realizado la aplicacion de los tratamientos, y las muestras se liofilizaron para su analisis en
laboratorio. Se realizaron analisis cuantitativo y cualitativo de giberelinas, mediante cromatografia de gases y espectrometria de
masas. Se encontro que los apices de tomate saladette tratados con P-Ca mostraron un menor contenido de las giberelinas A, y A,
a partir del siguiente dia de haberse aplicado los tratamientos. Esta tendencia fue consistente hasta el sexto dia de evaluacién.
Resultados similares se registraron con los apices de chile pimiento. Los andlisis de cromatografia de gases y espectrometria de
masas, permitieron identificar en apices tratados con P-Ca la giberelina A, en tomate saladette, mientras que las giberelinas A, y A,
estuvieron presentes en chile pimiento. En los apices testigo de ambas hortalizas, se encontraron las giberelinas A, A, y A..

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: tomate, chile pimiento, giberelinas, hormonas.
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OFENDOGENOUS GIBBERELLINS INSHOOTAPEX
OFTOMATO SALADETTEAND BELLPEPPER

SUMMARY

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

El cultivo de hortalizas contribuye en forma importante
con la economia de México. En la actualidad se siembran
512,000 ha de este grupo horticola con una produccion de 8
millones de toneladas, de las cuales se exportan 600 mil
toneladas anuales aproximadamente y tienen su destino
principal a Estados Unidos y Canadé (SIAP, 2000).

De jitomate y chile, se cosechan 2.14 millones de tone-
ladas del primero y 1.85 millones del segundo (INFOAGRO,
2002ay b). Debido a la importancia de estas hortalizas es
necesario generar continuamente nuevas formas de manejo
de los cultivos para eficientar los rendimientos y ofrecer cali-
dad en los productos. En la actualidad las hormonas vegeta-
les o biorreguladores ofrecen una magnifica oportunidad para
mejorar los sistemas de produccién horticolas. El uso de
estas sustancias tiene la ventaja de producir efectos que no
son permanentes y por lo tanto, de ser modificados de
acuerdo a las necesidades del horticultor (Ramirez, 2003).

Los retardantes de crecimiento de las plantas retrasan
la division y elongacion celular en tejidos de brotes, regulando
de esta forma la altura de las plantas, de manera fisioldgica,
sin provocar malformaciones en las hojas o los tallos
(Graebe, 1987; Weaver, 1996; Rademacher, 2000).

En tomate se han utilizado productos como
daminozida y clormequat con accion en la inhibicion de la
biosintesis de giberelinas otorgando un porte bajo a las
plantas (Rojas y Ramirez, 1987). Sin embargo, Owens y
Stover (1999) mencionan que estos productos ademas del
paclobutrazol tienen la desventaja de prolongar su
persistencia en las plantas, tienen propiedades toxicolégicas
y SU USO es preocupante.

Prohexadiona de calcio (P-Ca) podria representar una
interesante herramienta complementaria para las practicas
culturales y el material genético usado para conseguir y
mantener un equilibrio vegetativo-reproductivo en cultivos
horticolas (Costa et al., 2004). Ya que se asume que re-
duce la elongacién celular, teniendo como efecto una
reduccién de la estructura morfologica de las plantas
(Grossmann et al., 1987) siendo antagonista de las
giberelinas y auxinas que son las hormonas vegetales
primarias responsables del crecimiento vegetativo
(Rademacher, 2000).

El conocimiento sobre la influencia del prohexadiona-
Ca en la fisiologia vegetal de varios cultivos horticolas
(Ramirez, et al., 2005) permite considerar a este retardante
de crecimiento como un biorregulador que puede contribuir
a controlar el crecimiento vegetativo durante las primeras
etapas de desarrollo de especies como el jitomate y chile
pimiento. Por lo anteriormente expuesto, se tiene como
objetivo determinar e identificar el contenido de giberelinas
enddgenas en apices de tomate saladette y chile pimiento
al aplicar prohexadiona de calcio.

Prohexadiona de calcio...

MATERIALESY METODOS

La presente investigacion se llevd a cabo en
Buenavista, Saltillo, Coahuila, México, a 25° 23’ latitud Norte
y 101° 01’ longitud Oeste, con una altitud de 1,743 m.

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

En cada muestreo se cosecharon cinco apices de
ambas hortalizas por cada tratamiento. Las muestras fueron
envueltas en papel aluminio, selladas y perfectamente
identificadas, se colocaron en hielo y se transportaron al
laboratorio de fisiologia hormonal para mantenerlas a una
temperatura de —25 °C hasta su posterior liofilizacion antes
de su andlisis de giberelinas. Se emple6 un disefio
completamente al azar con los cuatro tratamientos
anteriormente referidos con tres repeticiones. Los resultados
obtenidos fueron analizados con el programa estadistico SAS
(2000), para Windows version 8.1 para obtener el analisis
de varianza y comparacion de medias mediante la prueba
de DMS (P<0.01) y fueron graficados con el programa
Minitab version 14 (Cinta et al., 2004).

Andlisis de giberelinas
Analisis cuantitativo

Se utilizé una muestra consistente de 1 g de peso
seco; se coloc6 en un matraz Erlen Meyer al cual se le
agregaron 50 ml de metanol (80 %). Las muestras obtenidas
se conservaron durante 24 h en congelacion (-15 °C).
Posteriormente se filtraron en papel Wathman #1 a
temperatura de 24 °C. Esta actividad se repitio con el filtrado
en dos ocasiones con igual cantidad de metanol (100 %)
cada 4 h alamismatemperatura, los tres filtrados integrados
en un matraz bola de 250 ml fueron evaporados a
temperatura de 50 °C para separar la muestra del metanol
utilizando un equipo de evaporacion rotativa con bafio maria.
Enseguida se procedi6 a la purificacion de las muestras a
través de la separacion de impurezas, empleando cdpsulas
de Sep Pack C18 para separacion rapida de hormonas a
base de silica gel. Lo anterior se realiz6 utilizando la técnica
reportada por Ramirez et al. (2001). Enseguida, las muestras
se sometieron a cromatografia de capa fina (CCF) utilizando
silica gel GF254, y como solventes separadores isopropanol-
amoniaco-agua (10:1:1) (v:v:v) durante 4 h, a temperatura



de 20 °C. Como referencia se utilizo giberelinaA, , la cual se
localizé en los Rf 0.5-0.7 con luz ultravioleta. Al terminar
este tiempo, las giberelinas en los Rf de cada muestra, fueron
separadas y acondicionadas para su medicién analitica
(Stephan et al., 1998). Cada muestra purificada fue metilada
con diazometano preparado in situ y el contenido de
giberelinas fue analizado al inyectarse 0.1 ml de la solucion
a un cromatégrafo liquido de alta presicion modelo Finnigan
TSQ 7000 equipado con nitrdgeno como gas y una columna
Ultrasep Es 100 RP-18 de 1 m de largo por 0.43 mm de
diametro interno y empacada con acetonitrilo: agua
conteniendo 0.2 % de acido acético en proporcion 50:50
(v:v) con un flujo de 70 mI-min™. La giberelina A, fue utilizada
como referencia analitica durante el programa de corridas
por determinacion cuantitativa de las giberelinas presentes
en el tejido estudiado a través de la generacién de la curva
de calibracion correspondiente, utilizando también 0.1 ml a
concentraciones de 1, 10 y 100 ng de AG,, diluidos en
acetona-metanol (50:50) (v:v).

Analisis cualitativo

Las muestras de CCF con mayor contenido de
giberelinas fueron preparadas para identificar el tipo de
giberelinas presentes, utilizando la técnica de cromatografia
de gases (CG) y espectometria de masas (EM). Un gramo
de peso seco de la muestra referida fue disuelta en 0.1 ml
de acetona (98 %)-metanol (98 %) en la proporcion 50:50
(v:v) y metilado con diazometano. Una proporcion del extracto
metilado fue disuelto en 0.1 ml de piridina y tratado con 0.1
ml de trimetil clorosilano y hexametildisilazano. Las alicuotas
fueron examinadas con un separador de membrana de silicon
Pye 104 CLC acoplado a un espectrometro de masas AEI
MS30. En este equipo se instalaron columnas de vidrio
salinizadas (213 x 0.2 cm) con 2 % de Se-33, en 88-100 de
gas chorm Q. La proporcion de flujo fue de 25 ml-miny la
temperatura de la columna fue programada entre 180 a 280
°C a2 °C-min?. Laespectrometria de masas fue determinada
a 24 eV en una fuente de temperatura de 190 °C y una
velocidad de busqueda de 6.5 s por década de masas. El
espectro fue registrado por una computadora Dec Lin 8. La
identificacién fue conducida por la comparacién del indice
retencion kovats (KRI) y el espectro de espectrometria de
masas de sus metil ester trimetilsilil éter con sus derivados
de las muestras originales.

RESULTADOSY DISCUSION

El contenido de giberelinas en &pices de tomate
saladette var. Rio Grande y chile pimiento var. Capistrand se
muestran en las Figuras 1y 2 respectivamente. Se observo
entre los testigos de estas especies, que el tomate saladette
siempre mostré un mayor contenido de giberelinas
biol6égicamente activas comparandolo con el chile pimiento
(P<0.01). Esta mayor concentracién de giberelinas de
acuerdo con Nakayama et al. (1992) se veria reflejado en un
mayor crecimiento de la especie.
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FIGURA 1. Contenido enddgeno de giberelinas en apices de
tomate saladette var. Rio Grande a diferentes dias
después de la aplicacion de P-Ca. Con prueba DMS
a una P<0.01. NS: no significativo, **: altamente
significativo.
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FIGURA 2. Contenido enddgeno de giberelinas en apices de
chile pimiento var. Capistrand a diferentes dias
después de la aplicacion de P-Ca. Con prueba DMS
a una P<0.01. NS: no significativo; **: altamente
significativo.

Enlos apices de tomate saladette del primer muestreo,
realizado inmediatamente después de la aplicacion del
tratamiento, no se encontré diferencia significativa entre
tratamientos con un coeficiente de variacién (CV) de 3.3 %,
sin embargo, el testigo presentd el nivel mas alto de
giberelinas siendo de 41.3 ng AG, ,-g* de peso seco; mientras
gue los apices tratados con 200 mg-litro! de P-Ca
presentaron un valor de 39.3 ng AG, . -g™ de peso seco. Los
tratamientos presentaron una diferencia altamente
significativa (P<0.01) en el muestreo del primer dia después
de la aplicacion de P-Ca con un CV de 2.1 %, donde los
niveles de giberelinas en los apices tratados con P-Ca fueron
menores en comparacion al testigo. El nivel mas bajo de
giberelinas se presento al aplicar 200 mg-litro* de P-Ca,
seguido de las dosis 175 y 125 mg-litro* de P-Ca, y por
ultimo el testigo, cuyos valores fueron de 41.3, 44.0, 46.3 y
49.0ngAG, ,-g* de peso seco respectivamente. Los valores
del dia 3 mostraron un CV de 3.1 % y una diferencia
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altamente significativa (P<0.01) en los niveles de giberelinas
de cada tratamiento, nuevamente los apices con
aplicaciones de P-Ca presentaron niveles de giberelinas mas
bajos que el testigo. Las plantas que presentaron los niveles
mas bajos de giberelinas, fueron las que recibieron la
aplicacién de 200 mg-litro! de P-Ca; las cuales mostraron
un valor de 46.3 ng AG,-g* de peso seco.

Los niveles de giberelinas en el tomate saladette
aumentan conforme se desarrolla la planta, sin embargo,
los tratamientos con prohexadiona de calcio mantienen sus
niveles de giberelinas por debajo de los que presenta el
testigo. En el muestreo del dia 6 después de la aplicacion
de los tratamientos se presenta una diferencia altamente
significativa (P<0.01), y un CV de 2.1 %. El testigo present6
niveles altos en comparacion a los tratamientos con P-Ca.
La aplicacién de 200 mg-litro* de P-Ca origin6 un valor de
48.7ngAG,,,-g* de peso seco; mientras que el testigo mostro
unvalor de 67.0 ng AG, ,-g* de peso seco (Figura 1).

Los resultados en los muestreos de los apices de chile
pimiento, fueron similares a los de tomate saladette (Figura
2). El primer muestreo de &pices realizado después de la
aplicacion de P-Ca, no mostro diferencia entre tratamientos
y present6 un CV de 6.9 %, determinando 38.0 ng AG,,-g*
de peso seco para 175 mg-litro* de P-Cay el testigo.

Un dia después de la aplicacion de P-Ca los apices
seleccionados mostraron un CV de 2.9 % y una diferencia
altamente significativa entre tratamientos (P<0.01), donde
la aplicacion de 200 mg-litro* de P-Ca presentd 43.7 ng
AG,,-g*de peso secoy el testigo 49.3ngAG, ,-g* de peso
seco, correspondientes al menor y mayor nivel de giberelinas
respectivamente. En la colecta del dia 3, los apices de chile
pimiento tratados con P-Ca mantenian sus niveles de
giberelinas por debajo del testigo, mostrando también una
diferencia altamente significativa entre los tratamientos
(P<0.01) conun CV de 2.4 %. El menor nivel lo presentaron
los &pices tratados con 200 mg-litro* de P-Ca con un valor
de 46.3ngAG, ,-g"* de peso seco. Los apices muestreados
el dia 6 también presentaron diferencia altamente significativa
(P<0.01) conun CV de 3.4 %.

Los analisis de cromatografia de gases y
espectrometria de masas, en apices tratados con P-Ca,
permitieron identificar AG, en tomate saladette (Cuadro 1)
YyAG,, yAG,, en chile pimiento (Cuadro 2). En apices testigo
de ambas hortalizas, se encontraron las giberelinasA , A,y
A (Cuadros 1y 2).

Ciertos reguladores del crecimiento comerciales que
inhiben la elongacion del tallo y causan atrofia general tienen
este efecto debido en parte a que inhiben la sintesis de
giberelinas (Salisbury y Ross, 1994). Prohexadiona de calcio
inhibe la biosintesis de crecimiento activada por giberelinas
(Evans et al., 1999), esto corresponde a los resultados
obtenidos en los niveles enddgenos de giberelinas que

Prohexadiona de calcio...

CUADRO 1. Giberelinas presentes en apices de tomate saladette
var. Rio Grande. Las giberelinas fueron identificadas
con cromatografia de gases y espectrometria de

masas.
Giberelinas KRI? lones principales e intensidad relativa
Testigo
AG, 2,651 [506(100), 448(14), 377(15), 375(18)]
AG, 2,488 [418(21), 403(2), 400(12), 386(25), 284(100)]
AG, 2,416 [416(10), 193(12), 179(5), 155(13)]

Prohexadiona de calcio

AG 2,468  [418(100), 403(17), 387(6), 375(82), 359(19)]

20
ZIndice de retencion Kovats.

CUADRO 2. Giberelinas presentes en apices de chile pimiento
var. Capistrand. Las giberelinas fueron
identificadas con cromatografia de gases y
espectrometria de masas.

Giberelinas  KRF lones principales e intensidad relativa
Testigo

AG, 2,651 [506(100), 448(14), 377(15), 375(18)]

AG, 2,488 [418(21), 403(2), 400(12), 386(25), 284(100)]

AG, 2,416 [416(10), 193(12), 179(5), 155(13)]
Prohexadiona de calcio

AG,, 2,468 [418(100), 403(17), 387(6), 375(82), 359(19)]

AG,, 2,813 [448(45), 251(29), 208(92), 193(22)]

Zindice de retencion Kovats.

presentaron los apices de tomate saladette y chile pimiento
tratados con P-Ca.

No existié diferencia en los niveles de giberelinas en
apices de tomate saladette y chile pimiento muestreados
inmediatamente después de la aplicacién de los tratamientos
(Figuras 1y 2). Esto pudo deberse a lo mencionado por
Evans et al. (1999), ya que para una maxima absorcién en
el follaje, en manzano, P-Ca requiere un minimo de 8 h.

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

En el presente experimento los niveles de giberelinas
de 4pices tratados con P-Ca aumentan al transcurrir los
dias, siempre por debajo de los niveles presentados por el
testigo (Figuras 1y 2), debido a que el crecimiento de las
plantas tratadas con retardantes del crecimiento no se
suprime por completo (Weaver, 1996; Srivastava, 2001;
Jankiewicz, 2003). Resultados similares en diferentes
cultivos se han obtenido con otros retardantes del crecimiento
como clormequat y paclobutrazol, presentando ambos una



prolongada persistencia ademas de poseer propiedades
toxicolégicas (Owens y Stovers, 1999). En contraste, P-Ca
se degrada en las plantas en un tiempo medio de pocas
semanas de vida (Evans et al., 1999).

Ramirez et al. (2006), encontraron AG,, y AG,,
(giberelinas biolégicamente inactivas) en apices de tomate
saladette de crecimiento determinado e indeterminado
tratados con P-Ca. La aplicacion de P-Careduce los niveles
de AG, (altamente activa) y causa acumulacion de su
inmediato precursor, AG,, (inactivo) (Nakayama et al., 1990;
Junttila et al., 1991; Nakayama et al., 1992; Evans et al.,
1999). Esto coincide con los resultados obtenidos en el
presente experimento (Cuadros 1y 2), ya que ademas de
encontrar AG,, en los apices de tomate saladette y chile
pimiento tratados con P-Ca, también se present6 en chile
pimiento AG,,, ésta es, segun Weaver (1996), también una
giberelina biol6gicamente inactiva. La presencia de AG, en
el testigo esté bien sustentada, debido a que hay suficiente
evidencia que indica que ésta es una de las principales
giberelinas necesarias para la elongacion del tomate y otras
especies (Salisbury y Ross, 1994; Srivastava, 2001).

Nakayama et al. (1992) al aplicar P-Ca en arroz en su
estadio fenoldgico de cuatro hojas verdaderas y cosechar
los brotes a los dias 5y 12 después de la aplicacion,
encontraron una disminucion significativa en los niveles de
AG, del 36 y 18 % respectivamente. Los niveles de AG, y
AG,, se incrementaron, pero los niveles de AG,, se
mantuvieron estables en las plantas tratadas reduciendo el
crecimiento en un 78y 66 % respectivamente con referencia
a las plantas testigo.

Estos resultados sugieren que el mecanismo princi-
pal de accion de P-Ca in vivo es la inhibicion de la 3&-
hidroxilacion de AG,, a AG, (Rademacher, 1993) y soporta
la hipotesis que AG,, no AG, niAG,  es activa en promover
la elongacion de los brotes en arroz. (Nakayama et al., 1991;
Nakayama et al., 1992).

Ramirez et al. (2003) al aplicar 250 mg-litro* de P-Ca
en brotes nuevos de manzano encontraron que disminuia
de manera significativa el contenido de giberelinas a partir
del dia dos de muestreo hasta el dia 17; posteriormente, el
contenido de giberelinas en brotes tratados fueron superiores
al testigo.

CONCLUSIONES

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

La aplicacion de prohexadiona de calcio a plantulas
de tomate saladette y chile pimiento a dosis de 125, 175y
200 mg-litro reduce el contenido de giberelinas endégenas
en el 4pice. El retardante bloquea la sintesis de giberelinas
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Al, A4y A7 en ambas especies.
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