UNIVERSIDAD AUTONOMA
CHAPINGO

DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA

CRECIMIENTO Y PIGMENTACION: BN
- NOCHEBUENA /- D

ALEJANDRO MANELIK GARCIA LOPEZ

Chapingo, Edo. de México. diciembre de 2004

S SIS ey



CRECIMENTO Y PIGMENTACION EN NOCHEBUENA EN DOS

LOCALIDADES

Tesis realizada por ALEJANDRO MANELIK GARCIA LOPEZ bajo la direccion

del Comité Asesor indicado, aprobada por el mismo y aceptada como requisito

parcial para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS EN HORTICULTURA

DIRECTORA W/&M
/

(
Ph D. Maria Teresa Beryl Colinas Leon

Ph D. Jaime Sahagun Castellanos

ASESOR

/ Dr. Iran Alia Tejacal

SIS S




DEDICATORIA

A DIOS, por permitirme continuar con las actividades que me he propuesto hasta

este momento en mi vida.

A mi novia, Karen porque eres todas mis razones en la vida y lo méds importante, te

amo princesita.

A mis padres, Raymundo y Sandra por estar siempre ahi, haberme formado como

persona y por su apoyo incondicional en todo momento.

A mis hermanos, Yosafat y Citlali por ser parte de mi vida y fuente de energia para

llegar a las metas propuestas.

A mis familiares por el 4nimo Y apoyo que me dieron para realizar mis estudios de

posgrado.

A mis amigos y colegas de la maestria generacion 2003-2004, ya que sin ellos esta

aventura hubiese sido un poco tediosa y aburrida.




AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Auténoma Chapingo, particularmente a todos y cada una de las

personas que forma parte de la Maestria en Ciencias en Horticultura del

Departamento de Fitotecnia.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), el cual mediante en
este periodo cubrié con los gastos para llevar a cabo la culminacion de mis estudios.
Ademés de haber financiado el presente trabajo de tesis, el cual forma parte del

proyecto “Temperatura y nutricién en la pigmentacién de nochebuena (Euphorbia

pulcherrima Willd)” (clave 38340-B).

Al mi comité de tesis conformado por:
PhD. Maria Teresa Beryl Colinas Leén
PhD. Jaime Sahan Castellanos

Dr. Iran Alia Tejacal

Por su apoyo, tiempo, comprension Yy experiencia para que esto culminara de manera

satisfactoria.

A la familia Ayala Garcia, por su carifio, hospitalidad y apoyo durante el periodo

que realicé mis estudios.

Al personal que labora en el Laboratorio de usos multiples del Departamento de

Fitotecnia (Sefior Cecilio y Tacho) y especialmente a Luis Enrique Espinosa

Torres y Emanuel Cruz Sanpedro por su apoyo brindado.




DATOS BIOGRAFICOS

El autor del presente trabajo, Licenciado en Ciencias Agropecuarias del area de
Horticultura, es originario de Culiacan de Rosales, Sinaloa. Realizo estudios de

Educacion Media y Superior en la Universidad Auténoma de Sinaloa, donde cursé la

carrera antes mencionada.

Una vez terminados sus estudios de licenciatura, fue aceptado para cursar la Maestria

en Ciencias en Horticultura en el Instituto de Horticultura de la Universidad

Auténoma Chapingo.




CRECIMIENTO Y PIGMENTACION EN NOCHEBUENA EN DOS
LOCALIDADES
GROWTH AND PIGMENTATION IN POINSETTIA IN TWO REGIONS
Alejandro Manelik Gareia-Lépez' y Ma. Teresa Beryl Colinas-Le6n?

RESUMEN

Se evaluaron 3 cultivares de
Nochebuena (Euphorbia pulcherrima
Wild, ex. Klotzch): “Marmol”,
“Supjibi” y V-17 “Angelika” en 2
localidades contrastantes; Cuautla y
Texcoco  bajo  condiciones de
invernadero en macetas de 6. Se
evaluo la concentracion de
antocianinas  totales, carotenoides
totales, clorofila total, clorofila a,
clorofila b, relacion clorofila a/b, peso
especifico, peso fresco, area foliar,
fenoles totales y CHI, ademas el
nimero de hojas y la altura; para
determinar las diferencias entre las 2
localidades en estudio. Se encontrd
diferencias  significativas en la
concentracién de antocianinas totales
para los cultivares “Supjibi” contra el
resto de los cultivares, donde la mayor
concentracion de estos pigmentos se
encontrd en la localidad de Cuautla.
En cuanto a carotenoides totales y
clorofila total se determiné diferencias
significativas entre las localidades,
siendo donde existi6 la mayor
temperatura  (Cuautla) la  mayor
concentracion de estos pigmentos en
los 3 cultivares en estudio. Referente a
la  concentraciéon de clorofila a,
clorofila b y la relacién a/b se observo
que en.los 3 cultivares en estudio la
localidad de Cuautla mostr6 la mayor
concentracion de estos.

1 Tesista

2 Director

ABSTRACT

“Marmol”,  “Supjibi” and V-17
“Angelika” poinsettia cultivars were
evaluated under two different growing
conditions, one of which was in
Cuautla and the other one of which
was in Texcoco under greenhouse
conditions in 6” pots. The variables
taken into consideration to evaluate
differences between growing
conditions were: total anthocyanins,
carotenoids and chlorophyll content,
chlorophyll a, b and a/b, fresh and
specific weight, leaf area, phenolics,
chalcone isomerase activity, stem
length and leaf count. There were
significant  differences in  total
anthocyanin content for “Supjibi”, as
opposed to the other cultivars, and the
plants grown in Cuautla had the higher
content. The plants grown in Cuautla
(which has the higher temperature)
had a higher concentration of
carotenoids and chlorophyll than the
plants in Texcoco, independent of the
cultivar. The three cultivars
established in Cuautla had more
concentration of chlorophyll a, b and
a/b pigments. The “Supjibi” and V-17
“Angelika” cultivars had significant
differences in specific weight in the
two regions, since Texcoco had the
higher variable values; “Marmol”
cultivars did not show significant
differences.




En los cultivares “Supjibi” y V-17
“Angelika” se encontraron diferencias
significativas en cuanto a peso
especifico en las 2 localidades, siendo
Texcoco donde se presenté el mayor
valor; en los cultivares “Marmol” no
se encontrd diferencias significativas.
En lo que respecta a érea foliar, peso
fresco, altura de planta, nimero de
hojas y contenido de fenoles totales
durante todo el experimento la
localidad de Cuautla presentd los
valores mas altos. La actividad
enzimatica de la chalcona isomerasa
(CHI) fue mayor en la localidad de
Texcoco, principalmente en el cultivar
“Supjibi”.

Palabras clave:
desarrollo, fenoles,
chalcona isomerasa.

Pigmentos,
nochebuena,

Leaf area, fresh weight, stem length,
leaf count and total phenolics were
higher in this experiment in plants
grown in the Cuautia region. Chalcone
isomerase (CHI) activity was higher in
the Texcoco region, principally in the
“Supjibi” cultivar.

Key words: Pigments, growth,
phenolics, poinsettia, chalcone
isomerase.
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L. INTRODUCCION

En la actualidad una de las especies con mayor importancia ornamental que se
cultiva bajo condiciones de invernadero es la nochebuena o poinsettia (Euphorbia
pulcherrima Willd. ex Klotzch). En los Estados Unidos de Norteamérica el cultivo
de esta especie es el tercero en importancia en la produccion de ornamentales. Datos
estadisticos del Departamento de Agricultura de este pais (USDA) del afio 2000
muestran que la produccion de la nochebuena tuvo un valor de $23 7, 328,000 dblares

(Anoénimo,http://usda. mannlib.cornell.edu/reports/nassr/other/zfcbb/ f10r0400.txt).

Para México la nochebuena es una de las plantas de produccién en maceta mas
importantes. Esto se debe a su alta demanda en épocas decembrinas y por constituir
una fuente de trabajo, ya que su cultivo requiere mucha mano de obra, tanto en
produccion de plantas madre y esquejes, como en la produccion de las plahtas con
flores. Las principales zonas productoras de nochebuena de México estan en Morelos
y Xochimilco, aunque recientemente se inicié su cultivo en Guerrero, Colima,

Michoacan, Jalisco y Estado de México (Martinez, 1995).

No existen estadisticas de la produccién de esta planta con base en registros oficiales,
sin embargo, algunos viveros como PLANTEC cuentan con informacion. PLANTEC
es la principal empresa que genera plantas madre y esquejes que son distribuidos a
propagadores autorizados, los que a su vez venden a la mayoria de los productores.
De acuerdo con esta empresa, en 1980 se produjeron 2 millones y para el afio 2000 se
estima que fueron 8.5 millones de plantas, en sus diferentes presentaciones, lo que

indica que la demanda va en constante aumento, aunque para el 2002 la produccion




alcanz6 un milloén 400 mil plantas y las ventas superaron los 25 millones de pesos

(SEDAGRO, 2002).

Por la demanda estacional de esta planta, es muy importante que se comercialice a
tiempo, esto es aproximadamente a principios de noviembre, lo cual implica un buen
manejo del cultivo en forma intensiva. Sin embargo, la mayoria de los productores y
en especial los que recién se inician en su produccién, desconocen los factores que
influyen en el proceso de induccion a floracién y posterior pigmentacion de las
bracteas para evitar retrasos en la programacion y obtener plantas de calidad. Lo
comun es que los productores manejen su cultivo con base en lineamientos generales
de algunos manuales (Carmichael, 1990; Ecke ef al., 1990), independientemente del

cultivar y las condiciones ambientales particulares del lugar de produccion.

En México, los trabajos de investigacion que se han hecho al respecto son aislados y
escasos como el estudio del efecto de la intensidad de luz en la calidad de
nochebuena (Galicia, 2000), mezclas de sustratos y componentes de la flor de
nochebuena (Martinez, 1996), nimero de noches largas necesarias para inducir
floracion y pigmentacion en nochebuena (Villegas, 1998), entre otros. En la medida
que se genere informacion en forma integrada se podra asesorar mejor a los

productores. Con base en lo anterior en el presente trabajo se planted el siguiente

objetivo:




OBJETIVO
Evaluar tres cultivares de nochebuena en dos localidades con caracteristicas
contrastantes de luz, temperatura y humedad relativa, para estudiar sus efectos en

cuanto a crecimiento, desarrollo, y algunos cambios bioquimicos involucrados en el

proceso de pigmentacion.

HIPOTESIS
Las caracteristicas contrastantes de luz, temperatura y humedad relativa de las
localidades influiran en el crecimiento y desarrollo, asi como en los aspectos

bioquimicos involucrados en el proceso de pigmentacion de los cultivares en estudio.

SEUGAIS Vg



II. REVISION DE LITERATURA

La nochebuena es un miembro de la familia Euphorbiaceae. El género Euphorbia
contiene aproximadamente de 700 a 1000 especies. Estas se caracterizan por
presentar una sola flor femenina sin pétalos y generalmente sin sépalos, rodeada por
flores masculinas individuales. Estas pequefias flores estan encerradas en una
estructura en forma de copa denominada ciatio. Las estructuras vistosas de la
nochebuena son sus hojas modificadas o bracteas (Shanks, 1980). Estas pueden ser
rojas, rosas, blancas o veteadas, pero como son parecidas a hojas en vez de ser
verdaderos pétalos, tienen un promedio de vida muy largo (Shanks, 1980). Las
brécteas contienen resinas, pigmentos flavonoides, goma, almidén, glucosa, sacarosa,

sales, aceites esenciales, acido tartarico, acido gilico y otros componentes

(Quintdnar, 1961).

2.1 Historia de la nochebuena

La nochebuena es una planta nativa de México y se ha sefialado la region de Taxco,
Guerrero, como su lugar de origen. Los aztecas le dieron el nombre de
“Cuetlaxochitl” que en néhuatl significa “flor de piel”. Desde fines del siglo XIX se
ha cultivado extensivamente para su venta en la época de navidad. El nombre de
poinsettia se debe a que Joel Robert Poinsett fue quien introdujo esta especie a la
Unién Americana, poco después de asumir el cargo de primer Embajador de los

Estados Unidos en México en 1825 (Shanks, 1980).

Las poinsettias fueron utilizadas por los padres franciscanos que se establecieron en
las cercanias de Taxco, durante el siglo XVII en una procesion de navidad conocida

como la Fiesta del Santo Pesebre (Ecke et al., 1990).




2.2 Desarrollo de cultivares

A principios de este siglo los cultivares utilizados para la produccion en maceta
fueron principalmente hechos por la empresa Ecke a partir de plantas encontradas al
aire libre en el sur de California y que eran formas silvestres con la tendencia a la
abscision de hojas bajo condiciones de estrés. La era moderna del cultivo de la
nochebuena se inicié con la introduccion del cultivar Oak Leaf que poseia la
caracteristica de retener sus hojas hasta su venta en la época de navidad. A partir de
1950 se iniciaron los programas de mejoramiento en varias instituciones, incluyendo
la Universidad de Pennsylvania, la Universidad de Maryland, el Centro de
Investigacion de la USDA en Beltsville. También varias empresas participaron,
como la Azalealand en Nebraska, el Rancho Paul Ecke en California, Zieger

Brothers en Alemania y Thormod Hegg & Son en Noruega (Ecke er al., 1990).

Los cultivares de nochebuena mas comtinmente vendidos en Norteamérica y Europa

son de las siguientes series:
1) Serie Annette Hegg

2) Serie Ball Seed

3) Serie Eckspoint Celebrate
4) Serie Fisher Pelfi Star

5) Serie Mikkelsens Mikkel
6) Serie Oglevee Brightpoints

7) Serie Gutbier




Fn México, los cultivares ‘Supjibi” y ‘Freedom” son los que se cultivan con mayor

frecuencia, por sus caracteristicas y la demanda de los consumidores. (Martinez,

1995).

El cultivar “Supjibi” se ubica dentro de la serie Fisher Pelfi Star de la linea Gross
(Alemania). Disponible en colores rojo y rosa. Sus bracteas son las mas grandes y
tienen un color rojo brillante. E| follaje es verde intermedio y no se cae facilmente.
Tolera bien temperaturas extremas. Tiene un habito de crecimiento mediano, con
tallos y brotes sumamente vigorosos. Sus bracteas se dafian facilmente en el
transporte. Adecuada para todos los tamafios de macetas. No es susceptible de

presentar epinastia. Se deben eliminar todas las hojas inmaduras al momento de la

poda (Martinez, 1995).

El cultivar “Freedom” pertenece a la linea Eckespoint (USA). Introducida en 1993.
Disponible en colores rojo, rosa y blanco. Sus brécteas tienen un color brillante y su
follaje es verde oscuro. Se caracteriza por ser una planta compacta que da muchos
brotes. Sin embargo, su principal caracteristica es que florea muy temprano, y no
depende de las noches largas para la induccion a floracion. Tolera bien el transporte
y enmangado. Le afectan temperaturas demasiado elevadas. En ciertas situaciones

puede tirar prematuramente las flores verdaderas (Martinez, 1995).

Los cultivares “Marmol” y V17 “Angelika” son parte de la serie Gutbier. Disponible
en colores blanco, rosa, rojo y “veteado”. Se caracterizan por ser plantas de porte alto
y con un gran numero de hojas. La fecha de iniciacion floral de estos cultivares se

presenta a partir del 25 de septiembre. Presentan susceptibilidad al ataque de
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Botrytis. Tolera bien e] transporte. Le afectan las temperaturas extremas (Ecke er al.,

1990).

2.3 Requerimientos de la planta

2.3.1 Luz

En el desarrollo de las plantas de nochebuena la luz (intensidad, calidad y duracién)
tiene mucha importancia. La intensidad juega un papel muy importante en el color de
las hojas y flor, el crecimiento del tallo, pigmentacion y la retencion del follaje
(Galicia, 2000). La calidad de luz afecta la longitud de entrenudos y la sintesis de
antocianinas (pigmentos flavonoides) (Pérez y Martinez, 1994). En cuanto a la
duracion de la luz, las nochebuenas son sensibles al fotoperiodo, induciéndose la
floracién cuando el periodo de oscuridad es de por lo menos 12.5 horas continuas

(Kristoffersen, 1968; Witaszek and Mynett, 1989; Martinez, 1995).

En condiciones naturales, un periodo oscuro de 12 horas 0 mas ocurre desde el 5 de
octubre hasta el 10 de marzo en e] hemisferio norte, en México esto ocurre a partir de
los 20° de latitud norte. En los lugares donde no se dan estas condiciones, se tiene
que utilizar el tapado artificial de las plantas con plastico negro desde el atardecer
hasta el amanecer. Sin embargo, la fecha real de iniciacién floral en el otofio es
modificada por la edad del brote que presenta la iniciacion. Los extremos de los
brotes mas viejos aparentemente tienen mads estimulos naturales de floracién y
pueden iniciar flores hasta 10 dfas antes (25 de septiembre) mientras que las plantas

de reciente propagacion o despuntadas también se retrazan en su iniciacion (Shanks,

1980).




En un estudio realizado con nochebuena se encontré que entre la cuarta y la quinta
semana de exposicion de las plantas a fotoperiodo corto, las hojas mas jovenes
empiezan a sintetizar y acumular las antocianinas, tornindose rojas y posteriormente

el meristemo apical se diferencia en primordio floral (Kannangara y Hansson, 1998).

2.3.2 Temperatura

En cuanto a la temperatura ideal para el cultivo de la nochebuena, hay variaciones de
acuerdo al cultivar y la etapa de desarrollo en la que se encuentre la planta. Para el
desarrollo vegetativo las temperaturas Optimas andan alrededor de 15 a 20°C en la
noche y 24 a 35°C en el dia. Mientras que en la etapa de floracion se recomiendan de
15 a 18°C en la noche y de 18 a 25°C en el dia (Carmichael, 1990). Por lo tanto,
mediante una manipulacién adecuada de la temperatura es posible controlar al mismo

tiempo, la altura de la planta y la velocidad de desarrollo de flores (Ball, 1991).

Temperaturas menores a 16°C durante el proceso de floracion, provocan atraso de
¢sta y las flores son pequefias, ademas se corre el riesgo de presentar enfermedades
en follaje y bracteas. Sin embargo, los cultivares de floracién temprana pueden
mantenerse en el invernadero a una temperatura nocturna minima de 10°C hasta su

venta, sin reduccion en calidad, siempre y cuando se mantenga una humedad relativa

baja (Ball, 1991).

Temperaturas nocturnas mayores a 20°C durante la etapa de floracion, provocan
retraso en el proceso, se abren los centros, se alargan las plantas y el color de las
bracteas es muy palido. Esto se puede contrarrestar con un periodo de oscuridad de

alrededor de 14 a 15 horas (Martinez, 1995).




Actualmente la altura de las plantas de nochebuena se puede controlar mediante el
DIF que es el diferencial entre la temperatura del dia y la temperatura nocturna. El
cambio de un DIF positivo hacia un DIF cero produce una enorme reduccién en la
altura de las plantas. Aunque la altura sigue disminuyendo con el cambio de un DIF
cero hacia un DIF negativo, el efecto es de menor magnitud (Holcomb ez al., 1996).
Asi, un cultivo sometido a una temperatura maxima de 28°C y minima de 14°C
(promedio = 21 y DIF = 14) tendra el mismo desarrollo y tiempo a floracion que un
cultivo sometido a una temperatura méxima de 23°C y minima de 19°C (premedio =

21 y DIF = 4), pero la altura ser4 menor (Martinez, 1995).

Algunos autores mencionan que las nochebuenas son sensibles al daiio por frio, por
lo tanto no se deben exponer a temperaturas por debajo de los 10°C. Temperaturas
frescas pueden causar que las bracteas se tornen a tonalidades purpuras o blancas y el

latex puede exudar de los tallos debido al dafio causado a las c€lulas (Nell and

Barrett, 1986).

2.3.3 Riego

Las plantas de nochebuena requieren altas humedades relativas y riegos moderados
durante su crecimiento (Nowak and Rudnicki, 1990). Un exceso de agua puede dafiar
al sistema radical. Se recomienda que los riegos deben realizarse por la mafiana para

asi evitar que la planta este himeda en la noche, que es para cuando se desarrollan

hongos que atacan al follaje (Rodriguez ef al., 2000).

La calidad del agua también es muy importante, y al respecto se sefiala que el agua

debe tener un pH entre 6 y 8, baja salinidad o sea menos de 800x10* de -




conductividad eléctrica (Ecke et al., 1990; Rodriguez et al., 2000). Martinez (1995)
menciona que la conductividad eléctrica debe estar entre 1.5 y 2.5 mmhos cm™ y no

ser mayor de 3.5 mmhos ¢cm .

La falta de agua ocasiona retraso en la fotosintesis, lo que afecta el crecimiento. La
elongacion de las células jovenes se reduce, dando como resultado hojas pequefias v
entrenudos cortos. El exceso de agua trac como consecuencia alargamiento de los

brotes y un crecimiento débil y reducido debido al alto contenido de agua (Martinez,

1995).

2.3.4 Nutricién

En la determinacién de las dosis optimas de fertilizacion y del tipo de fertilizante a
utilizar intervienen algunos factores tales como la calidad del agua de fiego, las
caracteristicas del sustrato, el estado vegetativo de la planta, el clima, el tipo de

fertilizante, la técnica de cultivo y €l objetivo de la fertilizacion (Martinez, 1995).

Con relacion a la nutricion se ha mencionado que la nochebuena requiere de 200 a
300 mg'L" de Ny K; 50 a 100 mg'L" de P: de 80-120 mg'L" de Ca; 40 a 60 mg'L"
de Mg y de 0.1 a 0.2 mgL" de Mo en cada riego; si se fertiliza de manera

intermitente, la dosis requerida es el doble (Martinez, 1995).

Ecke et al. (1990) recomiendan alrededor de 250 mg de nitrgeno' L para
nochebuenas con riego constante. Shuch ef al. (1995) evaluaron la respuesta de seis
variedades de nochebuena a tres niveles de fertilizacién de nitrégeno y dos

regimenes de riego, encontrado que se obtenian plantas aceptables con 160 mg de
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nitrogeno ‘L™ aplicado en forma continua con un volumen de riego de 240 mL cada

tercer dia.

Con relacion a otros nutrimientos, Villegas (1998) reporta que es recomendable
aplicar al suelo junto con los nutrimentos antes mencionados, los siguientes; Cu, /n,
By Mn en concentraciones de 0.5 a 1.0 mg-L! ¥ Mo 0.04 mg'L™', cada cuatro u ocho

dias. También se pueden hacer aspersiones foliares de estos elementos.

Ayala (2004) menciona que la aplicacién foliar de Ca (300, 400 y 500 mg L'y y B
(02, 05y 0.8 mg L™ por separado y en combinacion (400 mg L'+ 0.5 mg L™
favorecieron el crecimiento vegetativo y reproductivo de la planta de nochebuena cv.
“Supjibi”.- Ademas que la combinacién de Ca + B favorecié el contenido de

clorofilas, carotenoides y antocianinas totales.

2.4 Pigmentos

2.4.1 Clorofila

Las clorofilas son porfirinas, es decir, estan constituidas por un anillo tetrapirrélico
formado por cuatro pirroles asociados en posicién a. En estas moléculas, los dobles
enlaces se presentan practicamente conjugados, de donde su entidad como
pigmentos. En las posiciones B, las porfirinas poseen diversos sustituyentes seglin su
naturaleza y en el centro presentan un 4tomo de metélico con distinto grado de
coordinacion. La asociacién de los cuatro pirroles se verifica por grupos metinicos
(-CH=). Las porfirinas fisiologicas suelen poseer el pirrol IV (D) invertido, aunque

existen formas sin esta inversion, generalmente patolégicas (Gil-Martinez, 1995).
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Las clorofiias son insolubles en agua y solubles en disolventes organicos. Se pueden
distinguir diversos tipos (a, b, ¢, d, e, bacterioclorofilas, clorofilas de Chlorobium,
etc.). Las més conocidas son la a y la b que son las de mas amplia distribucion. Las
clorofilas ¢, d y e se encuentran en algas, junto a las a; las bacterioclorofilas se hallan

solamente en las bacterias fotosintéticas (Gil-Martinez, 1999).

Las clorofilas presentan el anillo tetrapirrolico unido a un anillo isociclico
pentanonico con un dtomo de Mg quelado en el centro del tetrapirrol y el anillo D
esterificado con un resto alcohdlico diterpénico (fitol). Las formas a y b presentan
méximos de absorcién en el azul-violeta (4300-4600 A) y en el rojo cercano (6400-
6600 A) variando ligeramente los picos segun el disolvente en que se hagan las
evalu%tciones, in vivo o incluso, segun los diversos métodos de medicién que se

utilicen (Gil-Martinez, 1995; Azcén-Bieto y Taloén, 2000).

Tanto en las plantas superiores como en otros organismos la concentracion de
clorofila a es el pigmento predominante que el de la clorofila b, que algunos autores
lo consideran como un pigmento accesorio. Ambas clorofilas son componentes
genuinos de las membranas fotosintéticas Y aparecen en una proporcion (a/b) de
aproximadamente 3 a 1. Las condiciones de crecimiento y los factores ambientales

pueden modificar esta proporcion (Lichtenthaler, 1987).

Embry y Nothnagel (1994) en un estudio relacionado con la senescencia de las hojas
en posproduccién con nochebuenas de los cultivares “Amy” y “Lilo” bajo

condiciones de baja luminosidad encontraron que los cultivares “Lilo” tuvieron un
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mayor contenido ds clorofila total por area foliar, ademas de una menor proporcion

de clorofila a/b que los cultivares “Amy”.

2.4.1.1 Clorofila a

Es un pigmento presente en las membranas tilaciodales, se encuentra unida por tres
enlaces no covalentes a moléculas de proteina. En conjunto, los pigmentos del
cloroplasto representan cerca de la mitad del contenido lipidico en las membranas
tilacoidales, mientras que la otra mitad esta compuesta sobre todo por galactolipidos

con pequefias cantidades de fosfolipidos (Salisbury y Ross, 1994).

Este pigmento absorbe longitudes de onda violeta, azul, anaranjado-rojizo, rojo y
pocas radiaciones de las longitudes de onda intermedias (verde-amarillo-anaranjado)

(Salisbury y Ross, 1994).

2.4.1.2 Clorofila b

Los pigmentos accesorios incluyen clorofila b, ¢, d y e, xantofilas y carotenos. Los
pigmentos accesorios absorben energia que la clorofila  es incapaz de absorber. La
clorofila b absorbe en el azul, rojo y en anaranjado del espectro. Actiian como

pigmentos antena, conduciendo la energia que absorben hacia el centro de reaccién

(Azcon-Bieto y Talén, 2000).

Aunque Tanaka y Tanaka (1996) mencionan que la clorofila » no solo es un
pigmento accesorio, sino que también es requerida para la estabilidad y/o insercion
dentro de las membranas de las proteinas LHC y que la trascripcion del gen Lhc no

es un factor primario que regula el tamafio de la antena.
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2.4.1.3 Biosintesis de clorofila

El primer paso es la sintesis del precursor acido S-aminolevulinico (ALA). El
precursor pirrol, porfobilindgeno (PBG), se forma a través de la condensacion de
cuatro moléculas de PBG con la eliminacion del NH;. El producto es llamado
uroporfirindégeno (urégeno), el cual tiene un 4cido acético y una acido propionico
residual ligado en cada uno de los anillos del pirrol. Se obtiene una mezcla de

isomeros, de los cuales el erogeno I1I es el intermediario en la sintesis de la clorofila

(Gil-Martinez, 1995).

El segundo paso involucra la descarboxilacion de las cadenas laterales del 4cido
acético a grupos metil y la descarboxilacion del oxigeno del 4cido propidnico
residual a grupos vinil en los anillos A y B. Después de una subsiguiente oxidacion,
se forma el macrociclo protoporfirina. La protoporfirina puede quilatérse con
metales; en las plantas con el magnesio formando Mg-protoporfirina. A través de
multiples transformaciones, la Mg-protoporfirina es transformada en protoclorofilida

con el anillo de ciclopentanona (E) caracteristico de las clorofilas (Gil-Martinez,

1995).

El tercer paso es la conversion de la protoclorofilida en clorofila a, que implica la

protoreduccion del anillo D. De esta forma el croméforo, al cual la clorofila debe el

color verde (Gil-Martinez, 1995).

El cuarto paso es la esterificacion del acido 7-propidnico residual de clorofilida con

el fitol, por la enzima clorofilasa. Se considera que la clorofilasa tiene actividades

biosintéticas y catabdlicas (Gil-Martinez, 1995).
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El paso final es la formacién de clorofila b, que se asume que es formada a través de
la oxidacion del grupo 3-metil del anillo B o un grupo formal. La evidencia indirecta

para esto es el hecho de que la clorofila b se forma sélo cuando la clorofila a esta

presente (Gil-Martinez, 1995).

2.4.1.4 Degradacion de clorofila

La senescencia de las hojas comprende la degradacion de proteinas, clorofilas, acidos
nucleicos membranas y transporte subsiguiente de la degradaciéon de algunos
productos de otras partes de la planta. El amarillamiento de las hojas debido a la

degradacion de la clorofila es el sintoma visible mas obvio (Fang et al., 1998).

Cuatro pasos de la ruta de la degradacion de la clorofila han sido descritos:

1. Remocion del fitol por la accion de la clorofilasa. La clorofilasa es coﬁsiderada
la primera enzima clave en la ruta degradativa de la clorofila. Sin embargo, la
actividad de la clorofilasa tiende a decrecer con la senescencia, indicandonos que

otros factores ademds de la actividad de la clorofilasa regulan la degradacion de la

clorofila (Fang et al., 1998).

Algunos reportes en hojas de limén indican que la clorofilasa esta localizada en el
interior de la membrana del cloroplasto. Con este descubrimiento se mantiene la
hipétesis que la clorofilasa y la clorofila estan separadas, lo cual previene la
hidrélisis de la clorofila antes de la senescencia (Fernandez-Lopez er al., 1991). En
suma, la degradacién de la clorofila b es diferente de la clorofila a. La clorofila bes

degradada primeramente para ser convertida en clorofila a. Esta conversion es via 7-
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hidroximetil clorofila a y esta acoplada con la unién de clorofila con apoproteinas

(Ohtsuka et al., 1997).

2. Remocion del magnesio de clorofilido por la Mg-dequelatasa. Algunos autores
sugieren que la Mg-dequelatasa estuvo presente antes del ataque de la senescencia de
la hoja y la actividad fue evocada como cloroplastos diferenciados en gerontoplastos.
La apariencia y mantenimiento de la actividad de Mg-dequelatasa en cotiledones en

senescencia requiere de sintesis de proteina citoplasmica (Langmeier et al., 1993).

3. Apertura oxigenolitica de porfirina macrociclica en faenoférbido, el cual
produce catabolitos de clorofila fluorescente (FCCs). Este tercer paso resulta del
amarillamiento de hojas senescentes. La enzima responsable de este paso es
faeforbido a oxigenasa, la cual esta localizada en el gerontoplasto. La actigfidad de
esta enzima es detectable solamente en hojas senescentes. En suma, el tercer paso
requiere de oxigeno, ATP, ferrodoxina, NADPH, hierro y proteinas tilacoidales y del

estroma (Hortensteiner ez al., 1995).

4. Catabolismo de FCCs a catabolitos de clorofila no fluorescente (NCCs) y la

disposicion de estos en vacuolas (Vicentini e al., 1995).

2.4.1.5 Medidor portitil de clorofila SPAD

De algunos afios a la fecha la utilizacién de un dispositivo lanzado por Minolta©
llamado SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development) ha venido a revolucionar la
forma de medir la concentracion de clorofila total y nitrogeno total en hojas de

diversos cultivos (trigo, maiz, tomate, arroz, pasto, algodén, papa), ya que no hay la
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necesidad de realizar un muestreo destructivo para la determinacién de éstos

(Yadava, 1986).

Los valores SPAD se basan en el principio de que parte de la luz que llega a la hoja
es absorbida por la clorofila y el resto que se refleja entra en contacto con la celda
detectora del SPAD-502 y es convertida en una sefial eléctrica. La cantidad de luz
captada por la celda es inversamente proporcional a la cantidad de luz utilizada por la
clorofila, la sefial es procesada, y la absorbancia es cuantificada en valores
dimensionales que van de 0 a 199, por lo que las unidades SPAD seran siempre las

mismas de acuerdo con el tono verde de las hojas (Krugh ez al., 1994).

El principio de medicién del Minolta SPAD-502 es medida por la transmitancia,

basada en la longitud de onda de los 650 nm (verde) y 940 nm (infrarrojo) usando la

siguiente ecuacion (Ahmad ef al., 1999):
IR/
IR
SPAD = KEOgm T—a—
4

SPAD: Unidades SPAD de clorofila
K: Constante
IR;: Transmitancia de NIR (940 nm)

IR,: Poder de la luz de NIR
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El contenido de clorofila y la absorcion de nitrégeno se han correlacionado con las
unidades SPAD en diversas condiciones ambientales como la intensidad luminosa,

temperatura, humedad relativa, plagas, densidad de poblacion, fuente de nitrogeno,

etc. (Hiderman et al., 1992; Piekielek y Fox, 1992).

El medidor portitil de clorofilas Minolta SPAD-502 debe ser calibrado para la
especie e incluso, para la variedad y cultivar en la que se quieran hacer las
mediciones y para las condiciones de crecimiento del cultivo. Una de las limitaciones
de este medidor es que sus lecturas no se han estandarizado para diferentes especies,

variedades, localizaciones y estados de crecimiento (Arregui y Mingo-Castel, 2000).

2.4.2 Carotenoides

Los carotenoides junto con las clorofilas y otros compuestos pertenecen al gfupo de
los lipidos isoprenoides. Los carotenoides son compuestos de cuarenta atomos de
carbono con una estructura principal lineal con grupos metilo laterales cada cuatro
carbonos, donde los principales estan presentes en el cloroplasto del tejido vegetal
fotosintético son o-caroteno, P-caroteno y 5 xantofilas: luteina, violaxantina,
anteraxantina, zeaxantina y neoxantina. En tejido vegetal no fotosintético ocurre en
cromoplastos (Azcon-Bieto y Taldn, 2000; Fraser ef al., 2001). Estos pigmentos son

sintetizados por todas las plantas superiores, algas y algunas bacterias y hongos

(Fraser et al., 2001).

La funcién fotosintética principal de los carotenoides es proteger al aparato
fotosensible mediante mecanismos de disipacion y extincion de energia. De modo

alternativo, también tienen la funcion de ser pigmentos antena, sobre todo en el
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espectro de luz entre los 450 y 500 nm, en el cual las clorofilas absorben poco
(Salisbury y Ross, 1994). Una funcién mas de estos compuestos relacionada con el
estrés, es la de proteccién individual de los complejos pigmento-proteina (PPC) v al

cloroplasto contra la foto-oxidacién (Azcon-Bieto y Taldn, 2000).

Dependiendo de las condiciones de crecimiento y factores de estrés, el porcentaje de
composiciéon de los carotenoides (% de peso) pueden variar con los siguientes

rangos: f-caroteno 25-40%, luteina 40-57%, violaxantina 9-20% y neoxantina 5-13%

(Lichtenthaler, 1987).

Tanto las clorofilas como los carotenoides poseen en su estructura sistemas de dobles
enlaces conjugados. La presencia de estos sistemas es lo que confiere a estos
pigmentos su capacidad para absorber luz visible, donde el espectro de absorcion de

los carotenoides est4 localizada (segln la especie quimica concreta) entre los 400 y

550 nm (Azcon-Bieto y Talon, 2000).

2.4.2.1 Biosintesis de carotenoides

2.4.2.1.1 Ruta del mevalonato a prenil pirofosfato

El metabolito mevalonato es formado de Acetil-CoA via hidroximetilglutaril-CoA.
Los pasos subsecuentes envuelven dos reacciones kinasa dando paso al Acido
mevalénico pirofosfato, el cual después es descarboxilado a Isopentenil pirofosfato

(IPP)>. El IPP es la unidad de construccion para la sintesis de los terpenoides

(Sandmann, 2000).
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2.4.2.1.2 Ruta 1-deoxixilulosa-5-fosfato a prenil pirofosfatos

En bacterias y plastidios de plantas, la formacion de prenil pirofosfatos los cuales son
los precursores de los carotenoides proceden via alternativa. Esta ruta inusual esta
referida tanto de la ruta 1-deoxixilulosa-5-fosfato como la del 2-C-metil-D-eritritol-
4-fosfato. No todos los pasos de la reaccién estin elucidados hasta la fecha.
Inicialmente, una unidad C, - del piruvato es condensa a gliceraldehido por la 1-
deoxixilulosa-5-fosfato sintasa. Después, el producto es convertido a 2-C-metil-D-
eritritol por la enzima 1-deoxixilulosa-5-fosfato reducto isomerasa. Las siguientes
reacciones envuelven la formacion de 4-difosfocitidil-2-C-metileritritol en una
reaccion dependiente CTP y fofsforilacién en la posiciéon 2 por el ATP.
Subsecuentemente, el CMP es liberado para formar 2-C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfato. Este producto puede ser el punto de partida de las rutas

independientes al IPP y al dimetilalil pirofosfato (DMAPP) (Sandmann, 2000).

2.4.2.1.3 Formacion e interconversién de los carotenoides

Los prenil pirofosfatos son formados por diferente prenil transferasa después los
isomerisa de IPP a DMAPP por condensaciones sucesivas con moléculas de IPP. Las
bandas de carbono son formadas entre el C-4 del IPP y el C-1 del co-sustrato alilico.
En el caso de la sintesis del geranilgeranil pirofosfato (GGPP) este es el dimetilalil
pirofosfato en plantas superiores o farnesil pirofosfato en muchas bacterias. En todas

las reacciones de la prenil tranferasa el mecanismo cabeza-cola es basicamente el

mismo (Sandmann, 2000).

La sintesis de fitoeno es el primer paso para la biosintesis de carotenoides C-40. Esto

ocurre  por la condensacién de dos moléculas de GGPP formando un -~
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ciclopropilcarbonil entre el carbono 1 de la primera molécula de GGPP y los
carbonos 2 y 3 de la segunda produciendo prefitoeno pirofosfato como intermediario.
En plantas, el 15-cis-fitoeno es después formado por la eliminacion del grupo
pirofosfato y estereoespecificamente el movimiento de protones. Subsecuentemente,
cuatro pasos de deshidrogenacion son tomados en la conversion de fitoeno a

licopeno, el cual es el carotenoide vegetal con el nimero mas alto de dobles bandas

conjugadas (Sandmann, 2000).

El licopeno es el sustrato para reacciones de ciclizaciéon. Dos tipos de anillos son
formados: los anillos  como un grupo final de ambos lados de B-caroteno y el anillo

€ que se encuentra a un lado de a-caroteno con adicion de un anillo B (Sandmann,

2000).

2.4.3 Antocianinas

Estos compuestos son el grupo mas importante de pigmentos hidrosolubles en
plantas (Strack and Wray, 1994; Kong et al., 2003). Pertenecen a un gran grupo de
compuestos conocido como Flavonoides (Harborne, 1994: Kong et al., 2003). En
muchas flores asi como en la nochebuena, son los pigmentos principales
responsables de su coloracion. Las antocianinas generalmente se encuentran como
glucosidos, es decir, se pueden hidrolizar por la accién de enzimas o de acidos en

uno o mas azlcares y en otra proporcion de diferente naturaleza llamada aglicén o

antocianidina (Salisbury y Ross, 1994).

En plantas superiores existen varios tipos de antocianinas y con frecuencia hay més

de una en una flor (u otro 6rgano) en particular. Hasta la fecha han sido reportadas 19
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clases de antocianidinas, donde las mas comunes son la pelargonidina, cianidina,
peonidina, delfinidina, petunidina y la malvidina (Harborne, 1967; Iwashina, 2000).
Las pelargonidinas generalmente dan lugar a tonalidades color naranja, las cianidinas

a colores rojos y las delfinidinas a colores purpura (Harborne, 1967; Jordan, 1993).

Las tonalidades que presenten las antocianinas dependen de su estructura quimica,
asi como del pH del medio en que se encuentren Yy su interaccion con algunas sales;
debido a estas propiedades y a la presencia comiin de mas de una antocianina existe
una amplia variacion en los matices de las flores. Jordan (1993) menciona que entre
los aspectos que pueden cambiar el color final s¢ encuentra la proporcion de
diferentes antocianinas, la presencia de copigmentos como flavonas y flavonoles, asi

como la presencia de otros pigmentos tales como los carotenoides o iones metdlicos

y €l pH de la vacuola.

Su estructura quimica es un grupo flavilo formado por una molécula de benzopirano
unida a un anillo fenilico; la forma normal en que se encuentra en las plantas es

como P-glucosido. Siendo los aziicares mas comunes la B-glucosa, D-galactosa, /-

arabinosa y xilosa (Jordan, 1993).

Para la biosintesis de las antocianinas el primer paso de la ruta de los
fenilpropanoides es la produccién de 4cido cinndmico de la fenilalanina, producido
en la ruta del 4cido shikimico, por la accion de la PAL. El 4cido cinnamico es
convertido en 4cido cumarico, el cual es modificado a la forma CoA. Tres moléculas

de malonil CoA combinado con p-cumarol-CoA forman naringenina chalcona, el

cual después es convertido en flavanona, naringenina. El siguiente paso es la
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formacion de dihidroxiflavonol, el cual es reducido a flavan-3,4-diol, o
leucoantocianina y ésta es convertida en antocianidina. Finalmente, la molécula de
glucosa es adjuntada por la accion de UDP glucosa:  Flavonoide 3-O-
glucosiltransferasa (GT; EC 2.4.1.91) resultando en la antocianina (Heller and

Forkmann, 1988; Kong et al., 2003).

La ruta de los fenilpropanoides provee de antocianinas usadas en la pigmentacion,
ademas sirve de proteccion contra los rayos UV, en la formacion de fitoalexinas, etc.
La enzima Chalcona Sintasa (CHS; EC 2.3.1.74) juega un papel esencial en la

biosintesis de esta ruta (Ferrer er al., 1999).

La CHS suple el 4,2°,4°.6’ tetrahidroxi chalcona de algunas enzimas que sintetizan
una diversidad de fitoalexinas y antocianinas. La sintesis del chalcdn por la accién de
la CHS envuelve la condensacién secuencial de una molécula de p-coumaril y tres de
malonil-coenzima-A (CoA). Después de la captura inicial de la mitad de] p-coumaril,
cada paso subsiguiente de la condensacién empieza con la descarboxilacion del
malonil-CoA en el sitio activo de la CHS; dando como resultado acetil-CoA, que
posteriormente sirve como el nucledfilo para la elongacion de la cadena. Estas
reacciones generan un tetraquétido intermediario que cicla mediante condensacion a

un sistema con una anillo aromatico hidroxilado (Ferrer et al., 1999).

Por otra parte la enzima Chalcona Isomerasa (CHI, EC 5.5.1.6) cataliza la ciclizacion
intramolecular de 4,2°,4°,6’-tetrahidroxi chalcona (chalcona) y de 6’-deoxichalcona

(4,2°,4-trihidroxi chalcona), ambas derivadas de la enzima Chalcona Sintasa (CHS,

EC 2.3.1.74), en (2S)-naringenina (5,7,4>-trihidroxi flavanona) y (28)-5-deoxi -
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flavanona (7,4’ -dihidroxi flavanona), respectivamente (Jez et al., 2000; Jez and Noel,

2002) (Figura 1).

La ciclizacion espontanea de los chalcones en una solucion produce una mezcla en-
antiomérica de flavanonas, la CHI garantiza la formacion del activo biolégico (25)-
flavanonas. Ejemplo: (28)-naringenina es el precursor metabolico de las
antocianinas, y mutaciones en el gen CHI esta ligado a los cambios en la
pigmentacion floral y recientemente la introduccion del gen CHI de petunia en
tomate, dio como resultados frutos enriquecidos en su contenido de flavanol (Jez and

Noel, 2002). Curiosamente, ademas la CHI parece estar exclusivamente en el reino

vegetal (Jez et al., 2000).

En un estudio de expresion génica de la sintesis de antocianinas con flores de
manzana Royal Gala, se encontrd que la maxima actividad enzimética tanto de la
PAL como de la CHI fue cuando se presentd también la mayor concentracién de

antocianinas totales (Dong et al., 1998).

Una alta actividad enzimatica de la PAL estd asociada con la acumulacion de
antocianinas y otros compuestos fenélicos en muchos tejidos de diversas especies

(Camm and Towers, 1977; Chen and Breen, 1991; Lister and Lancaster, 1996; Dong

et al., 1998).
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Figura 1. Reaccién catalizada por CHI y arquitectura del sitio activo. A,
Reaccion catalizada por CHI. La CHI cicla 4,2°,4’,6’-tetrahidroxi chalcona (R1, Ry,
R3 = OH), 4,2’,4’-trihidroxi chalcona (R, Ry = OH, R, = H), 2’ 4’-dihidroxi
chalcona (R; = OH, Ry, R; = H), y 4,2’-dihidroxi chalcona (R, R, =H,R;=0H) a
5,7,4’-trihidroxi flavanona (R1, Ra, R3 = OH), 7,4’-dihidroxi flavanona (Ry, R3=0OH,
Rz = H), 7-hidroxi flavanona (R; = OH, Rz, R3 = H) y 4’hidroxi flavanona (R;, R, =

H, R3 = OH). B, vista del sitio activo y red de enlaces hidrégeno en el complejo CHI-

naringenina (lineas punteadas). C, reaccién de ciclizacion propuesta catalizada por la

CHI (Jez and Noel, 2002).
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Una de las funciones que presentan estos compuestos son: dar color a las flores para
que sirvan de atrayentes de abejas y aves que transportan polen de una planta a otra,
con lo que contribuyen a la polinizacion (Harborne, 1994). También las antocianinas
tienen su importancia al contribuir a determinadas propiedades, como son el color

dentro de la industria alimentaria (Cartaya y Reynaldo, 2001).

Por medio de la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), en nochebuena
se han identificado algunas antocianinas como la cianidin 3-galactosida, la 3-
glucosida, la cianidin 3-rutinosida y la pelargonidina. Dentro de los flavonoles se
identificaron el 3-rhamnosilgalactosida, 3-rhamnosilglucosida, 3-galactosidas, 3-
glucosidas, 3-rhamnosida de quercitina y el kaempferol (Asen, 1979). Algunos
autores mencionan que tanto la cianidina como la pelargonidina se encuentran

presentes en las bracteas y en el follaje verde-rojizo de la nochebuena.

Las bracteas de los cultivares blancos carecen de antocianinas, pero tienen més
flavonoles que los cultivares rojos. Las hojas de la mayor parte de los cultivares de

nochebuena producen solo pequefias cantidades de antocianina en la epidermis del

peciolo (Stewart ef al., 1980).

La acumulacién de clorofila se detiene cuando las hojas jovenes de nochebuena

comienzan a acumular las antocianinas bajo condiciones de dias cortos (Kannangara

y Hansson, 1998).
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2.5 Fenoles

El término compuesto fendlico abarca un gran nimero de sustancias que poseen un
anillo aromatico unido a uno o mas sustituyentes hidroxilo. Los compuestos
fendlicos son solubles en agua porque la mayoria de las veces se encuentran unidos a
azucares formando glucésidos, y normalmente se localizan en las vacuolas. Entre los
compuestos fendlicos naturales se encuentran los flavonoides, los fenoles
monociclicos, los fenilpropanoides, las quinonas fenolicas y las cumarinas. Las
sustancias poliméricas de las plantas como lignanos y taninos son polifenélicos y
ocasionalmente también se encuentran unidades fenodlicas en las proteinas, los

alcaloides y los terpenoides (Harborne, 1973).

Cuando estan puros, los fenoles simples son sélidos incoloros, pero generalmente se
oxidan y se vuelven oscuros por exposicion al aire. La solubilidad en agua aumenta
de acuerdo con el namero de grupos hidroxilo presentes y son bastante solubles en
disolventes organicos polares. Los fenoles que son ligeramente solubles en agua se
disuelven rapidamente en soluciones acuosas diluidas de hidréxido de sodio, y en
condiciones basicas aumenta considerablemente su velocidad de oxidacion, por lo

que debe evitarse el tratamiento prolongado con alcalis concentrados (Valencia,

1995).

La biosintesis y acumulacion de los fenoles est4 controlado por procesos enddgenos
durante la diferenciacion y esto es regulado por factores exégenos como la luz, la
temperatura o algiin proceso infeccioso. La fenilalanina producida en las plantas por
la ruta del 4cido shiquimico es el precursor de la mayoria de los compuestos

fendlicos en las plantas superiores. El anillo B de |a unidad C; es derivado del 4cido
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shiquimico, mientras que el anillo 4 es formado por la condensacion cabeza-cola de
dos unidades de malonil CoA y acetil CoA, de la ruta malonato-acetato. Las cuatro
enzimas principales involucradas en este proceso son: CA4H (acido cinnamico 4-
hidroxilasa); CHS (chalcona sintasa); 4CL (4-coumarato Coenzima A ligasa) y PAL

(fenilalanina amonio-liasa) (Harborne, 1973).

McClure (1979) menciona que la luz incrementa la actividad de la mayoria de las
enzimas relacionadas en la biosintesis de los fenoles y por lo tanto también hay un

aumento del los éstos en la planta, pero que también depende de factores como la

nutricion de la planta.

La actividad fisiolégica de los compuestos fendlicos de las plantas es muy diversa.
Algunos pueden actuar en la fisiologia interna de las plantas que los contienen, otros
pueden tener importancia en la ecologia, algunos intervienen en el transporte
electrénico fotosintético y en la regulacién de las actividades de enzimas como la
indol-3-acético oxidasa y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa Y una muy importante
es la de las peroxidasas. Hay compuestos fendlicos inhibidores de la germinacién de

semillas, otros actian como repelentes a herbivoros (Valencia, 1995).

En un estudio realizado para ver el efecto de la fertilizacion foliar en nochebuena
cultivar “Supjibi” se encontrd que la concentracion de fenoles es mayor en las
bracteas que en las hojas, ademas que la actividad enzimatica de la Peroxidasa fue
mayor obteniendo una relacion inversa con la concentracion de fenoles totales en

hojas. También se llegd a la conclusion que la actividad de diversas enzimas
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oxidativas, asf como la concentracién de fenoles se vieron afectadas por la aplicacién

de molibdeno en interaccién con calcio y boro (Alia-Tejacal y Colinas-Leon, 2003).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Desarrollo de los expcrimentos

3.1.1 Material Vegetal

Para llevar a cabo el presente estudio, se adquirieron esquejes de los cultivares
Supjibi (rojo), Méarmol y V-17 “Angelika” (blanca) en la empresa Viveros Plantec,
ubicada en Puente de Ixtla, Morelos. Se transplantaron en macetas de plastico verde
con un tamario de 6” y el sustrato que se utilizo fue adquirido en la misma empresa
que lo emplea para la produccién de nochebuena. Esto ocurri6 el dia 2 de julio de
2003. Una vez transplantados los esquejes de los cultivares en estudio fueron
trasladados a dos localidades: Viveros ProBios (Cuautla, Morelos) y Viveros

Mancilla (Texcoco) para su crecimiento y desarrollo.

3.1.2. Localizacion

El presente estudio se llevé a cabo en dos localidades contrastantes bajo condiciones
de invernadero. La primer localidad fue Viveros Probios, ubicados en Cuautla,
Morelos (24.6°C, 74% HR, Longitud 99° 01” Latitud 18° 49°, Altitud 1,300 msnm )
y la segunda ubicacion en Viveros Mancilla ubicados en la comunidad de Xocotlan,
Municipio de Texcoco, Estado de México (14.6°C, 61.6% HR, 19° 31’ de latitud
norte y 19° 53° de longitud oeste, altitud de 2310 msnm), con un clima templado

semiseco con lluvias en verano y temperatura media anual de 15.9°C (Garcia, 1988).

3.1.3 Diseiio de tratamientos
Los tratamientos establecidos para el desarrollo de este estudio fueron la

combinacién de las dos localidades y los tres cultivares, lo que generd un total de 6

tratamientos.
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3.1.4 Transplante

El transplante se realizé el 3 de julio del 2003, el sustrato utilizado se adquiri6 en la
Empresa PLANTEC, que es una mezcla que contiene 40% de polvo de coco, 40% de
tepojal cribado, 20% de composta y 3 kg de osmocote por m’ ya esterilizado. Se
utilizaron macetas de plastico tipo estandar con un tamafio de 6> de color verde. Una
vez transplantados los esquejes se aplicd un riego pesado. Un dia después del

transplante se realiz6 una poda (pinchado) dejando entre 5 y 7 yemas.

3.1.5 Manejo del cultivo

Al inicio del experimento se aplico fertilizante soluble Peters professional 15-05-25
Poinsettia Peat-Lite Special, con una dosis de 2 gL', dos veces por semana,
alternado con 2 gL' de nitrato de calcio (Ca (NOs),). Una vez trasladados los
cultivares a sus respectivas localidades se realizaron las actividades tradicionalmente
como el productor estd acostumbrado, con sus respectivos riegos (de 2 a 3 veces por
semana), fertilizacion (de 1 a 2 veces por semana) y manejo de plagas
(principalmente mosca negra y mosquita blanca) y enfermedades (principalmente
Botrytis). Y las diferencias fundamentales fueron proporcionadas por el ambiente y

el tapado que se realizo en la localidad de Texcoco para inducir la pigmentacién, en

Cuautla no se realizo esta practica.

3.1.6 Tapado de plantas
A partir del dia 15 de septiembre de 2003 y hasta el 12 de noviembre las plantas
fueron cubiertas con un plastico negro, desde las 18:00 hrs. hasta las 8:00 hrs. para

inducir la pigmentacion de las bracteas en la localidad de Texcoco. En la localidad de

Cuautla no se realizo esta practica.
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3.2 Variables evaluadas

Se realizaron cuatro muestreos destructivos, a los 84, 114, 140 y 155 dias después del

transplante, donde se evaluaron los siguientes:

3.2.1 Crecimiento de nochebuena en dos localidades contrastantes

3.2.1.1 Altura de planta
Para esta evaluacion desde el 29 de julio hasta el 3 de diciembre de 2003 se evaluo el
crecimiento de la planta con una regla métrica, donde cada 2 semanas se tomo la

altura de la planta, registrando su valor para su posterior graficacion.

3.2.1.2 Numero de hojas

Se contaron el nimero de hojas maduras de cada uno de los cultivares en estudio a

partir del 29 de julio hasta el 3 de diciembre.

3.2.1.3 Area foliar total, peso fresco total de hojas

Se seleccionaron al azar 5 plantas por tratamiento, a cada una de ellas se les retiraron
todas las hojas separando las de la parte superior y la inferior; las hojas de la parte
superior se utilizaron para posteriores pruebas. La medicion se hizo con un

integrador de area foliar de rodillo LI-COR modelo LI-3100. A estas mismas hojas

se les determino el preso fresco total.

3.2.1.4 Peso especifico de hojas
Se determind mediante la relacion peso seco de la hoja entre el 4rea foliar de la

misma. Se tomaron 4 muestras de hojas con un sacabocados por cada repeticion y se
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colocaron en una estufa donde posteriormente se pesaron y se sacé un promedio por

cada tratamiento; el 4rea del sacabocados fue de 1.76715 cm?2.

3.2.2 Cambios fisiolégicos y bioquimicos en nochebuena desarrollada en dos
localidades

3.2.2.1 Extraccién y cuantificacién de pigmentos

3.2.2.1.1 Clorofilas y Carotenoides totales

Se determiné el contenido de clorofila a, clorofila b, clorofila total y carotenoides
totales de las hojas/bracteas de la parte superior de las plantas siguiendo la
metodologfa de la AOAC (1998). Se pesd 0.1 g de tejido vegetal fresco de diversas
partes de la hoja o bréctea, posteriormente se colocé el tejido en tubos de vidrio
donde se le agregd primeramente 5 mL de acetona fria al 80 % v/v y se trituré la
muestra en un homogenizador de tejidos. Después se le agregdé nuevamente otros
SmL de acetona para su posterior homogenizacion. A continuacion se centrifugd a
4°C la muestra a 5 400 x g durante 10 minutos, Una vez clarificadas las muestras se
les determind la absorbancia a 645 (clorofila a), 663 (clorofila b) y 470 nm
(carotenoides totales) en un espectrofotémetro Spectronic 21D Milton Roy, donde

como blanco fue la acetona 80 %. Todo esto se hizo en oscuridad.

La cantidad de clorofila que se encuentra en el extracto se calculd de acuerdo con los

siguientes modelos matematicos:
mg clorofila a/g de peso fresco = [12.25 (4663) — 2.79 (4645)] x VI(1000 x W)

mg clorofila b/g de peso fresco = [21.5 (4645) - 5.1 (4663)] x V(1000 x W)

mg clorofila total/g de peso fresco = [7.15 (4663) + 18.71 (4645)] x V/(1000 x W)
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Donde:
A = Lectura de absorbancia

V= Volumen fina! del extracto clorofila — acetona 80%

W = Peso fresco en g del tejido

La cantidad de carotenoides totales presentes en el extracto se calculd de acuerdo con

la siguiente ecuacién:

mg ¢ de carotenoides totales de peso fresco = (1000 x 4470) — (1.82 x CC a) -

(85.02 x CC b)/198

Donde:
A = Lectura de absorbancia
CC a = Contenido de clorofila a

CC b = Contenido de clorofila b

3.2.2.1.2 Lecturas SPAD

Se determiné el contenido de clorofila total por medio de un medidor de clorofila
portatil SPAD-502 Minolta© (Soil Plant Analysis Development) donde se tomaron
cuatro lecturas por repeticion utilizando un promedio de éstas. Con los valores
registrados se llevardn a cabo pruebas de correlacion con los valores obtenidos de
clorofila total para asi determinar si existe una relacion entre el contenido de clorofila

en hojas/bracteas con las lecturas de este equipo.
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3.2.2.1.3 Actividad Enzimatica de CHI y fenoles totales

Para las determinaciones de fenoles totales y actividad de la CHI se parti6 de utilizar
polvo de acetona, el cual se obtuvo a partir de 20 g de hojas/bracteas mas 50 mL de
acetona fria (4°C) al 100% molidas en una licuadora y filtradas al vacio
descartdndose la acetona. Este procedimiento se realizd por segunda vez con el
tejido, y se dejé secar a temperatura ambiente en el laboratorio (18°C) y se almaceno
a -4°C hasta que se realizé el ensayo enzimatico. El sobrenadante fue utilizado para
la determinacion de fenoles totales siguiendo el método de Folin-Ciocalteu descrito

por Waterman y Mole (1994).

3.2.2.1.3.1 Fenoles totales

Se utilizaron 0.03 mL del sobrenadante ademas de 16.97 mL de agua desionizadé
mas 1 mL de Folin-Ciocalteu y 2 mL de carbonato de sodio 20%. Posteriormente se
agitd y se dejé reposar por 2 horas bajo condiciones de oscuridad para después leer la
absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro Spectronic 21D Milton Roy. La
cuantificacion se realizé6 mediante una curva patron de acido tanico y el valor de la

concentracion de fenoles totales se registré como ug g de peso fresco.

3.2.2.1.3.2 Actividad Enzimitica de Chalcona Isomerasa (CHI)

Se determino la actividad enzimatica de CHI a partir del polvo de acetona, siguiendo
la metodologia de Dong e al., (1998) con algunas modificaciones. Se tomé 0.05 gde
muestra la cual fue mezclada en 2 mL de 0.1 M de buffer fosfato (pH 7.5) y 1.4 mM
de 2-Mercaptoetanol en un homogenizador de tejidos. Posteriormente la mezcla fue
centrifugada a 25 000 x g durante 20 minutos, utilizando el sobrenadante para el

ensayo enzimatico. Para llevar a cabo el ensayo se tomd 1 mL que contenia 0.1 M de

45




buffer fosfato (pH 7.5), 10 mM de KNC, 10 mM de etilenglicol-monometil-eter, 50-
100 pL de la enzima (sobrenadante) y 18.5 uM de 4,2°,4’-trihidroxi chalcona
(disuelta en 10pL de etanol). La reaccion se comenzé a medir con la adicion del
sustrato, donde hubo una disminucién en el cambio de absorbancia a 370 nm a los
20-25 segundos. La actividad enzimatica presente se registro como U de actividad

B, -1 .-l q . §
enzimatica - g de peso fresco - min™. En donde una unidad es igual al cambio en la

A370mn.

3.2.2.1.4 Antocianinas totales

Se determiné el contenido de antocianinas totales de las hojas de la parte superior o
de las brécteas de las plantas siguiendo la metodologia utilizadas por Kannangara y
Hansson (1998), donde se pes6 0.1 g de tejido fresco de diversas partes de la hoja o
bréctea, después se coloco en tubos de cristal donde se le adiciond primeramente 5
mL de HCI 0.IN frio y se tritur6 la muestra en un homogenizador de tejidos.
Después se le agregd nuevamente otros Sml. de HCI para su posterior
homogenizacién. A continuacion se centrifugd la muestra a 2 500 x g por 15
minutos. Una vez clarificadas las muestras se les determiné la absorbancia a 516 mn
en un espectrofotometro Spectronic 21D Milton Roy, donde como estandar fue el
HC10.1N. Todo este procedimiento se llevé a cabo bajo condiciones de oscuridad.
La concentracion de antocianinas totales presentes en el extracto se calculd de

acuerdo a Eder (1996) y se expresaron en mg-g”" de peso fresco:

C=4xPM/e
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Donde:
C = Concentracidn
A = Lectura de absorbancia

PM = Peso molecular del pigmento, en este caso se tomo el de cianidin 3-glucésido =

485

e = Coeficiente de extincién molar, 25,740,

3.3 Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial donde
el factor localidad son: Cuautla y Texcoco y el factor cultivares son: Marmol, Supjibi
y V17 “Angelika” Blanca. Con 10 repeticiones para las variables de altura de planta

y nimero de hojas, considerando una planta como unidad experimental; y 5

repeticiones para el resto de las variables en estudio.

3.4 Analisis Estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizé mediante un andlisis de
varianza en un disefio para determinar el efecto de los factores (localidad y cultivar)
sobre las variables analizadas. Se aplico la prucba de Tukey para determinar
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos con un nivel de
probabilidad del 5%. Para el caso de clorofila total y las unidades SPAD se realizé

un andlisis de correlacion de Pearson. El programa estadistico utilizado fue SAS

statistical software (1989).
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Crecimicnto de nochebuena en dos localidades contrastantes

4.1.1. Altura de planta

Los cultivares desarrollados en Cuautla tuvieron una mayor altura, el cultivar mas
alto fue V-17 “Angelika”, los cultivares “Supjibi” y “Marmol” tuvieron un
crecimiento similar (Figura 2). En Texcoco el comportamiento fue inverso, es decir,
los cultivares “Supjibi” y “Marmol” fueron de mayor altura que el cultivar V-17
“Angelika”.  Martinez (1995) menciona que existen cultivares que por sus
caracteristicas genéticas son de habito de crecimiento alto, medio-alto (como los
cultivares “Marmol” y V-17 “Angelika”), mediano (“Supjibi»), compacfo y muy
compacto. Sin embargo, un incremento en la temperatura durante el crecimiento del

cultivo se ve traducido en una mayor longitud de las plantas (Kristoffersen, 1968).
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Figura 2. Altura en los cultivares estudiados en dos localidades contrastantes.
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El crecimiento se comporté de manera lineal entre los 26 y 111 dias después del
transplante (ddt) en Cuautla y entre 26 y 140 ddt en Texcoco, posteriormente se
observd una meseta hasta los 155 ddt, esto sugiere un crecimiento sigmoidal. Fisher
et al. (1996) en un estudio para encontrar un modelo matematico de representacion
del crecimiento y desarrollo de nochebuena cultivar “Freedom” mencionan que se
presentan tres fases; la primera fase se caracteriza por un incremento exponencial, la
segunda fase es donde la elongacion muestra un comportamiento cercano a la
linealidad y la etapa tres muestra una fase de meseta en la cual la tasa de elongacion
se mantiene constante o incluso empieza a declinar. En el presente trabajo se observo
un crecimiento sigmoidal en los tres cultivares evaluados y en las dos localidades,

donde solo se detectaron diferencias en la tasa de crecimiento entre las localidades.

A los 155 ddt los cultivares de Cuautla tuvieron valores de 36.9 cm (“Marmol”), 34.4
cm (“Supjibi”) y 39.5 cm (V-17 “Angelika), por su parte en Texcoco presentaron

valores de 26.1, 29.3 y 24.7 cm de longitud, respectivamente.

4.1.2. Nimero de hojas

El cultivar de mayor cantidad de follaje en la localidad de Cuautla fue V-17
“Angelika” con 337.1 al final del estudio, y en Texcoco presentd una menor cantidad
de hojas (67.6). El cultivar “Supjibi” mostr6 un comportamiento similar, es decir, en
Cuautla tuvo mayor nimero de hojas (202) que en la localidad de Texcoco con 73.3
hojas cuantificadas. “Mérmol” alcanzé el maximo namero de hojas entre 131 y 140
ddt, posteriormente a este incremento comenzé la caida de hojas, sintoma del inicio

de senescencia (Figura 3). El mayor nimero de hojas en Cuautla explica la mayor

longitud de la planta (Martinez, 1995). También se puede asociar a que la
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temperatura promedio en el invernadero, durante el periodo de evaluacion, fue mayor

en la localidad de Cuautla (24.2°C) que en Texcoco (14.6°C) en aproximadamente

10°C.
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Figura 3. Nimero de hojas en los cultivares estudiados en dos localidades
contrastantes.
4.1.3. Area foliar
El area foliar mostré un comportamiento similar a la altura y namero de hojas, donde
los tres cultivares desarrollados en la localidad de Cuautla obtuvieron una mayor area
foliar, por lo tanto es una consecuencia directa del mayor numero de hojas (Figura
3). Durante toda la fase del estudio los cultivares que se establecieron en Cuautla

mostraron mayor drea total que la de los correspondientes cultivares en Texcoco.
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Figura 4. Area foliar de los cultivares en estudio en dos localidades

contrastantes.

“Supjibi” durante el experimento obtuvo una valor promedio de 3674.2 cm? de 4rea
foliar en Cuautla, mientras que en la localidad de Texcoco fue de 1211.15 cm?
“Marmol” present6 en Cuautla 3290.5 cm’, siendo menor en Texcoco con 826.0 cm®
y V-17 “Angelika” obtuvo un valor promedio de 3714.1 cm? en la localidad de
Cuautla, mientras que en Texcoco el drea foliar fue de 1046.9 cm?2. El incremento
del drea foliar en Cuautla se present6 a los 120 ddt y en Texcoco a los 140 ddt, lo
anterior indica que la localidad afecté el desarrollo del drea foliar y como lo indica
Martinez (1995) la temperatura es un factor determinante en el crecimiento de las

plantas. Ademas que dentro de cierto limite, las altas temperaturas como en el caso

de la localidad de Cuautla (24.6°C) promueven la actividad metabblica de las -
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plantas, lo cual a su vez tieae como consecuencia un crecimiento mayor, como

sucedio en el presente experimento.

4.1.4. Peso fresco de hojas

El cultivar de mayor peso fresco fue “Supjibi”

de igual manera ocurrié en Texcoco,

el valor maximo fue de 128.3 g alos 155 ddt. Los cultivares restantes, “Marmol” y

V-17 “Angelika”, mostraron un comportamiento similar durante el experimento en

ambas localidades, con la diferencia que en Cuautla hubo mayor peso fresco de hoja

en comparacion con Texcoco (Figura 5
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Figura 5. Peso fresco de hojas de los cultivares en estudio en dos
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Al finalizar el experimento “Marmol” tenia 24.9 % mas de peso fresco en Cuautla
que su contra parte de Texcoco. Las plantas del cultivar ‘V-17 Angelika’ en Cuautla
tuvieron un valor de 73.7 g de peso fresco siendo estadisticamente (p=0.0001)

diferente que las plantas establecidas en Texcoco con un 33.9 % menos de peso

fresco.

Este comportamiento se ve afectado por las condiciones de la localidad asi como
sucedi6 con el parametro de area foliar total, dado que existe una relacién entre el
area foliar y el peso fresco. Bidwell (1990) menciona que el desarrollo de una planta
se ve afectado por multiples factores y uno de esos es la temperatura, que a mayor
temperatura se presenta una mayor tasa de peso fresco que en temperaturas bajas, asi

como una mayor area foliar estd relacionado con un mayor niimero de hojas.

4.1.5. Peso especifico de hojas

Los valores de peso especifico de hojas de los cultivares en la localidad de Texcoco
fueron mas altos que en Cuautla, pero los cultivares “Supjibi” y V-17 “Angelika” de
Texcoco resultaron ser estadisticamente diferentes al final del experimento que su
contraparte de Cuautla, por otra parte las plantas del cultivar ‘Marmol’ resultaron no

ser diferentes durante todo el estudio en ambas localidades (Figura 6).
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Figura 6. Peso especifico de las hojas de los cultivares en estudio en dos

localidades contrastantes.

Los cultivares en ambas localidades presentaron un aumento del peso especifico
después de los 140 ddt con excepcion de las plantas de “Supjibi” en Cuautla que
presentd un valor de 0.0119 g cm™ y en Texcoco obtuvo un 35.6 % en esta variable.
El cultivar “Marmol” al final tuvo 0.02746 g cm™ en Texcoco y en Cuautla 0.01954
g-em™ de peso especifico, mientras que el cultivar V-17 “Angelika” obtuvé un valor
0.01804 g cm™ en Cuautla, mientras que en Texcoco el valor fue de 0.0292 g-em?,

representado mas del 100% en comparacién con Cuautla.

Este comportamiento de aumento en el peso especifico de las hojas de nochebuena se

le puede atribuir a que en el periodo de los 155 dias después del transplante tiene
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relacion con la maduracion de la hojas y la acumulacién de fotoasimilados (Castillo,
1996). Sin embargo para el cultivar “Supjibi” la disminucién del peso especifico se
le puede relacionar con la edad de la hoja y su estado de desarrollo, posiblemente a

través de una mayor tasa de respiracion (Chaumont ez al., 1994).

4.2. Cambios en las variables bioquimicas en nochebuena desarrollada en dos

localidades

4.2.1. Clorofila a

Los cultivares desarrollados en Cuautla presentaron valores mas altos en su
contenido de clorofila a que los establecidos en Texcoco. La diferencia en contenido

de clorofila a de las dos localidades siempre fue estadisticamente significativa

(Figura 7).

En la localidad de Cuautla los cultivares mostraron un aumento en su concentracién
de clorofila a a los 114 ddt; donde los cultivares “Maérmol”, “Supjibi” y V-17
“Angelika” mostraron concentraciones de 249,299 y 1.54 mg g' de peso fresco,
respectivamente. Sin embargo a los 140 dias después del transplante hubo una
disminucion en 19.7, 16.5 Y 26.7 %, respectivamente. Posteriormente los cultivares
tuvieron un aumento en menor proporcion al final del estudio con concentraciones de

0.573,0.736 y 0.894 mg g de peso fresco, respectivamente.
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Figura 7. Contenido de clorofila a de las hojas/bracteas de los cultivares en
estudio en dos localidades contrastantes.

En Texcoco la concentracién de clorofila @ durante el experimento fue disminuyendo
con el tiempo hasta los 140 ddt y finalmente aumentar al final como sucedié en la
localidad de Cuautla. Con valores iniciales de 1.28,1.51y 1.59 mg g’ de peso fresco
para “Mérmol”, “Supjibi” y V-17 “Angelika”, respectivamente. La concentracion
disminuy6 a valores de 0.0196, 0.0197 y 0.0082 mg g™ de peso fresco a los 140 ddt.
Posteriormente un leve incremento en la concentracion de clorofila a fue observado
en los cultivares en estudio aumentando a 0.0244, 0.0244 (para los cultivares

“Maérmol” y “Supjibi) y 0.0085 (cultivar V-17 “Angelika”).

Lo anterior concuerda con lo reportado por Ayala (2004) en un estudio con el

cultivar “Supjibi”, donde la concentracion de clorofila a disminuye se desarrolla el
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cultivo y también menciona que aproximadamente entre los 145 y 146 dias después
del transplante se incrementa la concentracion de clorofila a, esto implica que la hoja
empieza a restablecer su capacidad fotosintética para la produccion de

fotoasimilados, que son demandados por las bracteas en proceso de formacion.

4.2.2. Clorofila b

Los cultivares desarrollados en Cuautla tuvieron los valores mas altos en su
concentracion de clorofila b, los cultivares “Supjibi” y V-17 “Angelika” si tuvieron
diferencias significativas a partir del segundo muestreo en ambas localidades, sin
embargo, el cultivar “Marmol” estadisticamente se comportd igual en ambas
localidades (Figura 8). Se mantiene la misma tendencia de comportamiento que la
clorofila a (disminucion), s6lo que los valores de concentracion de cloroﬁla b son

menores y que no hay un aumento de éstos al final del estudio.
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Figura 8. Contenido de clorofila b de las hojas/bracteas de los cultivares en

estudio en dos localidades contrastantes.

Los cultivares “Mdarmol”, “Supjibi” y V-17 “Angelika’ de la localidad de Cuautla a
los 84 ddt presentaron valores de 0.585, 0.375 y 0.458 mg g de peso fresco de
clorofila b, respectivamente, conforme avanzaron los dias estos valores disminuyeron
hasta el final del estudio (155 ddt) con valores de 0.012, 0.012 y 0.025 mg g de
peso fresco, respectivamente. De igual forma en Texcoco los valores en la
concentracion de clorofila b en el muestreo inicial (84 ddt) fueron de 0.460, 0.576 y
0.643 mg-g”' de peso fresco para los cultivares “Marmol”, “Supjibi” y V-17
“Angelika” respectivamente. La concentracién de la clorofila & disminuyé hasta

valores de 0.0089, 0.0052 y 0.0022 mg g de peso fresco de clorofila & en los
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cultivares “Marmol”, “Supjibi” y V-17 “Angelika” respectivamente, después de 155

ddt.

Yang et al. (1995) mencionan que la acumulacién de clorofila b por arriba de la
clorofila a dara como resultado una disminucién gradual en la relacion a/b de este
pigmento. Afirman que una alta intensidad luminosa inhibe la capacidad biosintética
de la clorofila, especialmente de la clorofila b, que da como resultado una baja

concentracion de clorofila total y una alta proporcion de clorofila a/b.

4.2.3. Relacion clorofila a/b

Durante el experimento los valores mas altos en cuanto a la relacion de la clorofila
con respecto a la b de la localidad de Cuautla, con excepcion del segundo muestreo
(114 ddt) donde los cultivares desarrollados en Texcoco obtuvieron uné mayor

proporcién en comparacién con Cuautla (Figura 9).

El cultivar “Marmol” al inicio de las evaluaciones no present6 diferencias
significativas entre ambas localidades. Se observé un valor de 2.71 en Cuautla y de
2.82 para Texcoco. Conforme trascurrié el experimento la relacion a/h aumento en la
localidad de Cuautla hasta alcanzar un valor 155 ddt de 6.77; caso contrario en
Texcoco en donde para la segunda evaluacion (114 ddt) la relacién a/b aumentd a

3.07 y posteriormente disminuy6 a 2.107, para que nuevamente aumentara a2.86.
Los cultivares “Supjibi” y V-17 “Angelika” en la localidad de Texcoco al inicio de

las evaluaciones presentaron valores de 2.63 y 2.48 respectivamente y nuevamente

hubo un aumento para posteriormente disminuir este valor en la tercera evaluacion.
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Al final del estudio fos cultivares tuvieron una relacion de clorofila alb de 1.254 y

3.936 (Figura 9).
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Figura 9. Proporcién de clorofila a/b de las hojas/bracteas de los cultivares en

estudio en dos localidades contrastantes.

Los cultivares “Supjibi” y V-17 “Angelika” de Cuautla presentaron valores
estadisticas mas altos en su proporcion, que los desarrollados en Texcoco. A los 84
ddt presentaron valores de 3.069 y 3.109, respectivamente. Posteriormente este valor

disminuyé para después aumentar nuevamente para llegar a 8.614 y 5.151 en la

relacion afb al final de las evaluaciones (Figura 9).

Lichtenthaler (1987) menciona que ambas clorofilas son componentes genuinos de

las membranas fotosintéticas y que la proporcion de clorofila a/b es de
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aproximadamente 3 a 1. Ademds los habitos de crecimiento y los factores
ambientales pueden modificar y/o regular esta relacion (Yang et al., 1995), tal y
como se muestra en este estudio. También la exposicion de las plantas a altas
intensidades de luz genera una proporcién a/b de 3.2 a 4 en comparacion con plantas

bajo condiciones de sombra que tienen valores de 2.5 a 2.9 (Lichtenthaler, 1987;

Embry and Nothnagel, 1994).

La literatura también menciona que los cultivares con una baja relacion a/b pueden
tender hacia una mejora en la longevidad interna (Embry and Nothnagel, 1994).
Yang et al. (1995) mencionan que cuando la relacion a/b se mantiene constante es
porque existe un balance en la sintesis y degradacion de la clorofila a y b. Ademas

que durante etapas jOvenes esta proporcion aumenta.

4.2.4. Clorofila total

En Cuautla se observo valores mayores de concentracién de clorofila total que los
observados en Texcoco (Figura 10). En Cuautla los valores al inicio de los muestreos
(84 ddt) de los cultivares “Marmol”, “Supjibi” y V-17 “Angelika” mostraron valores
de 2.166, 1.552 y 1.864 mg g respectivamente, pero 114 ddt la concentracién de
este pigmento aumentd a 3.824, 4.166 y 4.593 mg g' de peso fresco,

respectivamente, y finalmente disminuyé considerablemente hasta valores de 0.059,

0.036 y 0.032 mg g™
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Figura 10. Clorofila total de las hojas/bracteas de los cultivares en estudio en
dos localidades contrastantes.
En Texcoco todos los cultivares presentan una tendencia a disminuir la concentracion
de clorofila total, inicialmente se cuantificaron valores de 1.744,2.089 y 2.236 mg-g”
"de peso fresco en la concentracion de clorofila total para “Marmol”, “Supjibi” y V-
17 *Angelika”, respectivamente. Conforme el tiempo avanzd la concentracion de
clorofila total disminuy6 hasta a valores de 0.033, 0.011 y 0.010 mg-g' de peso

fresco para los respectivos cultivares (Figura 10).

Como anteriormente se menciond, se calculd la correlacion de la concentracion de
clorofila total de los tratamientos de todo el estudio con las lecturas obtenidas del

equipo SPAD. En Cuautla los valores de los coeficientes de correlacion fueron 0,242

(“Mérmol”), 0.379 (“Supjibi”) y 0.419 (V-17 “Angelika”). En Texcoco estas




correlaciones fueron de 0.181, -0.503 y 0.205, respectivamente. Ninguna correlacion

fue estadisticamente significativa (Anexo 1-6).

Kannangara y Hansson (1998) mencionan que durante el fotoperiodo corto la
acumulacion de clorofilas en las bracteas se detiene cuando inicia la acumulacion de
antocianinas, tal y como se observo en este estudio, ya que las bracteas al comienzo
de la pigmentacion presentaron mayor contenido de clorcfila y conforme avanzo el

proceso de pigmentacion su contenido fue disminuyendo significativamente.

Durante las ultimas 2-3 semanas del fotoperiodo corto la disminucion de clorofila y
el aumento en la sintesis de antocianinas se debe a la pérdida de uno o mas
componentes clave involucrados en la biosintesis de cloroplastos o quiza se deba a la
disminucion dréstica de las dos sub-unidades Olive y CHy; que forman> parte del
complejo Mg-quelatasa que se encuentra en la bractea al igual que la clorofila,
canalizando rutas de biosintesis protoporfirina IX a clorofila (Kannangara y Hansson,

1998; Ayala, 2004).

4.2.5. Carotenoides totales

Durante las dos primeras evaluaciones, Texcoco mostrd valores més altos de
carotenoides totales en los cultivares “Supjibi” y V-17 “Angelika” que en Cuautla;
por su parte, el cultivar “Marmol” a los 84 ddt tuvo los valores mas altos en Cuautla
que en Texcoco. En el segundo muestreo (114 ddt) esta variable fue mayor en
Texcoco, pero estadisticamente iguales en ambos muestreos. Posteriormente para las
evaluaciones a los 140 y 155 ddt, en Cuautla se observaron valores mas altos que los

de Texcoco; siendo estadisticamente diferentes (Figura 11).
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Figura 11. Contenido de carotenoides totales de las hojas/bracteas de los

cultivares en estudio en dos localidades contrastantes.

La concentracion de carotenoides totales de los cultivares establecidos en Cuautla

comienza con valores de 0.591, 0.426 y 0.524 en su concentracion de carotenoides

totales para los cultivares “Marmol”, “Supjibi” y V-17 “Angelika”, respectivamente.

Conforme avanza el tiempo la concentracion del pigmento disminuyé para la

segunda evaluacion, pero a los 140 ddt aumenté ligeramente en los cultivares

“Marmol” y V-17 “Angelika”, no siendo asi en el cultivar “Supjibi” que continud

disminuyendo. Al final de las evaluaciones los cultivares en estudio tuvieron valores

de 0.321 (“Marmol”), 0.387 (“Supjibi”) y 0.298 (V-17 “Angelika”) mg g de peso

fresco.
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En Texcoco los cultivares en estudio mostraron valores al muestreo inicial de 0.549,
0.632y 0.671 de carotenoides totales y este valor disminuy6 hasta concentraciones
de 0.033, 0.022 y 0.025 mg g™ de peso fresco. En otofio, en las hojas los carotenos y
las xantofilas se esterifican y desaparecen mas lentamente, tal y como se mostr6 en el
presente estudio con los cultivares de la localidad de Texcoco (Gil-Martinez, 1995).
Ademas una deficiencia de carotenoides en las plantas puede causar una disminucion
en la concentracion de clorofila (Yang, ef al., 1995). Este comportamiento en la
disminucién de la concentracion de los carotenoides totales concuerda con lo
reportado por Ayala (2004) en un estudio realizado con el cultivar “Supjibi”. Para el
caso en el que los carotenoides aumentaron, esto se debido a las condiciones en la
localidad de mayor intensidad luminosa (Cuautla) por lo que la planta necesita

proteger a la clorofila, y hay un aumento en su concentracién (Bidwell, 1990; Gil-

Martinez, 1995).

4.2.6. Fenoles totales

Durante todo el estudio en Cuautla se observaron mostraron los valores més altos en
la concentracion de fenoles que fueron estadisticamente diferentes de los observados
en Texcoco (Figura 12). En Cuautla los cultivares mostraron valores iniciales de
24.76 (“Maérmol”), 15.57 (“Supjibi”) y 22.51 (V-17 “Angelika”) pg-g’ de peso
fresco en fenoles totales. Al seguir evaluando estos compuestos la tendencia fue
aumentando, donde a los 140 ddt se determinaron valores de 63.69, 52.87 y 60.07 pg
g! de peso fresco, respectivamente. En el muestreo final la concentracion de los
fenoles disminuyeron en los cultivares “Marmol” y “Supjibi” (61.00 y 38.44 pg-g’

de fenoles totales), no asi en el cultivar V-17 “Angelika” (64.68 pg g' de peso

fresco).
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Figura 12. Cambios en fenoles totales de las hojas/bracteas de los cultivares en
estudio en dos localidades contrastantes.

Los cultivares “Marmol”, “Supjibi” y V-17 “Angelika” establecidos en Texcoco al
inicio de las evaluaciones (84 ddt) tuvieron valores de 15.28,21.36 y 15.85 pg g'l de
fenoles totales, pero en el segundo muestreo la concentracion disminuyé a 12.36,
13.45y 12.50 pg g'l de peso fresco, posteriormente en el tercer muestreo (140 ddt)
hubo un aumento de los fenoles totales (47.87, 22.32 y 36.36 en su concentracion,
respectivamente) y al finalizar los muestreos se obtuvo valores de 41.21 (“Marmol”),

27.05 (“Supjibi”) y 37.7 (V-17 “Angelika”) pg g de peso fresco.
La luz incrementa la actividad de la mayoria de las enzimas que forman parte de la
sintesis de los fenoles (McClure, 1979; Laitinen ef al., 2002). Ademas, indica que

una mayor temperatura es factor determinante para que la concentracion sea mayor

que en temperaturas bajas.
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La concentracion de compuestos fenélicos puede variar tanto en 6rganos como en
tejidos de plantas, estados de desarrollo y también puede ser influenciada por

factores ambientales como la luz UV, la nutricién de la planta, la cantidad de agua,

etc. (Laitinen et al., 2002).

4.2.7 Actividad enzimatica de CHI

Los cultivares desarrollados en la localidad de Texcoco tuvieron una mayor actividad
enzimatica que los establecidos en Cuautla durante el presente estudio (Figura 13).
Los cultivares “Marmol”, “Supjibi” y V-17 “Angelika” en Cuautla a los 84 ddt
mostraron valores de 0.4291, 0.5881 y 0.4488 Unidades'g" de peso fresco-min™.
Conforme transcurria el tiempo de evaluacién esta actividad fue aumentando
paulatinamente hasta llegar al los 155 ddt a 53.9, 119.87 y 59.18 Unidades'g"' de
peso fresco'min™, respectivamente. Por su parte los cultivares estableéidos en
Texcoco mostraron un comportamiento similar a los desarrollados en Cuautla, con la
diferencia que hubo una mayor actividad enzimética en esta localidad. A los 84 ddt
mostraron 0.6764 (“Marmol”), 0.4505 (“Supjibi) y 0.6160 (V-17 “Angelika”)
Unidades g de peso frescormin™ y al final del estudio (155 ddt) la actividad

enzimatica llegé a 164.14, 202.49 y 107.65 Unidades-g" de peso fresco'min’,

respectivamente.
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Figura 13. Actividad enzimatica de la Chalcona isomerasa (CHI) de cultivares
en estudio en dos localidades contrastantes.

Los resultados indican que los cultivares rojos (“Supjibi”) tuvieron una mayor
actividad enzimatica en ambas localidades, esto debido a que la actividad enzimatica
de la CHI es parte esencial de la biosintesis de la flavanona (precursor de los
pigmentos florales) y enzima clave en la formacién de antocianinas, por lo tanto se
indica que una mayor concentracién de antocianinas totales se deba a una mayor
actividad enzimatica de la CHI (Dong et al., 1998; Jez and Noel, 2002), tal y como
se observo en el presente estudio. Por su parte los cultivares veteados y blancos
(“Maérmol” y V-17 “Angelika) presenta una menor actividad enzimatica ya que son
cultivares con bracteas blancas que carecen de antocianinas pero contienen mayor

cantidad de flavonoles (Stewart et al., 1980), pero esto no significa que la actividad
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enzimatica de la CHI no regule o actue en la biosintesis de compuestos flavonoles

(Heller and Forkmann, 1988: Harborne, 1994; Iwashina, 2000; Li et al., 2002).

Shaked-Sachray er al.(2002) mencionan que uno de los factores externos que afectan
la sintesis, acumulacion y estabilidad de las antocianinas en tejidos vegetales es la
temperatura. Ademas mencionan que la relacion existente de la actividad enzimética
de la CHI bajo condiciones de alta temperatura se ve disminuida, tal y como sucedio

en este estudio, para el caso de los tres cultivares crecidos en Cuautla.

4.2.8 Antocianinas totales

Los cultivares desarrollados en Texcoco fueron los que tuvieron los valores mas altos
en concentracién de antocianinas totales, aunque no fueron estadisticamente
diferentes que de los observados en Cuautla (Figura 14). El cultivar “Mérmol”
cultivado en Cuautla mostré un comportamiento constante y 155 ddt tuvo un
incremento menor, resultando no ser estadisticamente diferente que su contraparte de

Texcoco, en la cual la tendencia fue similar.

De igual forma se comport6 V-17 “Angelika” en ambas localidades, a los 84 ddt se
cuantificé un valor de 13.25y 13.99 mg-g™' de peso fresco en la localidad de Cuautla
y Texcoco, respectivamente. Posteriormente sufrié una disminucion para
comportarse de manera constante y llegar al final de las evaluaciones con valores de

8.08y7.25mgg" de peso fresco en su localidad respectiva.
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Figura 14. Contenido de antocianinas totales de las hojas/bracteas de los

cultivares en estudio en dos localidades contrastantes.

Las bricteas de los cultivares blancos carecen de antocianinas, pero tienen mas

flavonoles que los cultivares rojos (Stewart et al., 1980). Para el cultivar “Supjibi”, al

comienzo de las evaluaciones registrd valores de 9.70 y 1423 mg g de peso fresco

para la localidad de Cuautla y Texcoco, respectivamente, estadisticamente iguales.

Conforme transcurrié el experimento esta concentracién fue aumentando

gradualmente hasta llegar a su valor maximo de 260.24 mg g" de peso fresco

Cuautla al final, no siendo asi en Texcoco donde el valor maximo alcanzado fue a los

140 dias ddt (19 de noviembre) con 196.62 mg g de peso fresco, posteriormente al

final del estudio la concentracién de antocianinas totales disminuy6 a 196.62 mg-g”

de peso fresco.
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Kannangara y Hansson (1998) mencionan que durante el fotoperiodo corto la
acumulacion de clorofilas en las bracteas se detiene cuando se inici6 la acumulacion
de antocianinas, tal y como se observo en este estudio, ya que las bracteas al
comienzo de la pigmentacion presentaron mayor contenido de clorofila y conforme
avanz6 el proceso de pigmentacién su contenido fue disminuyendo
significativamente. Aproximadamente a la cuarta semana de iniciado el fotoperiodo
corto (17 de septiembre-12 de octubre) las hojas mas jovenes empezaron a acumular
antocianinas y se tornaron rojas, llegando a su nivel optimo a las 8 semanas de

induccion (Kannagara y Hansson, 1998; Ayala, 2004).
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V. CONCLUSIONES

Los cultivares “Marmol”, “Supjibi” y V-17 “Angelika” presentan diferencias en
crecimiento y desarrollo entre si, asi como en aspectos bioquimicos involucrados en

¢l proceso de pigmentacion por efecto de las condiciones donde se desarrollan.

Las variedades cultivadas en la localidad de Cuautla tuvieron una mayor altura de
planta, nimero de hojas y érea foliar que en Texcoco, por efecto de la luz

b

temperatura y humeada relativa de las condiciones ambientales.

Las condiciones de la localidad de Texcoco generaron un mayor peso especifico en

los cultivares “Marmol”, “Supjibi” y V-17 “Angelika” que su contraparte de Cuautla.

Las condiciones bajo las que se desarrollaron los cultivares de Cuautla indujeron un

mayor contenido de clorofilas a, b, relacion a/b, clorofila total y carotenoides totales

que los cultivados en Texcoco.

Los cultivares desarrollados bajo las condiciones en Cuautla presentaron mayor
contenido de fenoles totales, siendo los cultivares “Marmol” y V-17 “Angelika” los

que tuvieron una mayor concentracion.

El cultivar “Supjibi” presenté mayor contenido de antocianinas totales en ambas
localidades de desarrollo que los otros dos cultivares, ya que los cultivares blancos o

veteados poseen mayor contenido de flavonoles.
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La mayor actividad enzimética de CHI lo presentaron los cultivares en Texcoco,
siendo el cultivar “Supjibi” en donde se obtuvo la mayor actividad en ambas

localidades, esto influenciado por el efecto de la temperatuia.
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ANEXO

Cuadro 1A. Anailisis de correlacion de Pearson entre el contenido de clorofila

total y las unidades SPAD de la localidad de Cuautla en plantas del cultivar

“Marmol”.

Unidades SPAD

Clorofila total 0=0.24288

0=0.3164

0=Coeficiente de correlacion de Pearson.
a=Nivel de significancia.

Cuadro 2A. Analisis de correlacion de Pearson entre el contenido de clorofila

total y las unidades SPAD de la localidad de Cuautla en plantas del cultivar
“Supjibi”.

Unidades SPAD

Clorofila total 6=0.37965

0=0.0987

0=Coeficiente de correlacion de Pearson.
o=Nivel de significancia.

Cuadro 3A. Analisis de correlacion de Pearson entre el contenido de clorofila

total y las unidades SPAD de la localidad de Cuautla en plantas del cultivar V-
17 “Angelika”.

Unidades SPAD

Clorofila total 0=0.41919

0=0.0658

0=Coeficiente de correlacion de Pearson.
a=Nivel de significancia.
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Cuadro 4A. Analisis de correlacion de Pearson entre el contenido de clorofila

total y las unidades SPAD de la localidad de Texcoco en plantas del cultivar

“Marmol”.

Unidades SPAD

Clorofila total 0=0.18177

0=0.4431

0=Coeficiente de correlacion de Pearson.
a=Nivel de significancia.

Cuadro 5A. Analisis de correlaciéon de Pearson entre el contenido de clorofila

total y las unidades SPAD de la localidad de Texcoco en plantas del cultivar
“Supjibi”.

Unidades SPAD

Clorofila total 0= -0.50374

a=0.0235

0=Coeficiente de correlacién de Pearson.
o=Nivel de significancia.

Cuadro 6A. Analisis de correlacién de Pearson entre el contenido de clorofila

total y las unidades SPAD de la localidad de Texcoco en plantas del cultivar V-
17 “Angelika”.

Unidades SPAD

Clorofila total 0=0.20553

a=0.3847

0=Coeficiente de correlacion de Pearson.
o=Nivel de significancia.
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