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“El hecho de que todas las moléculas de todos los seres vivos
tengan exactamente el mismo tipo de giro de electrones, es
probablemente la demostracion mas profunda de la uniformidad de los

origenes de la vida”

Richard Feynman
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Resumen general y esquema de Tesis

Los brasinoesteroides o brasindlidos (Brs) son reguladores del crecimiento de las plantas
de origen natural, que presentan similitudes estructurales con las hormonas esteroides
animales. Estudios recientes han indicado que ademas de tener un papel esencial en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, estas moléculas también ejercen efectos sobre los
procesos fisioldgicos antiestrés en las plantas, activando rutas del metabolismo secundario,
principalmente la sintesis de compuestos fendlicos. Por otro lado, se ha generado evidencia
cientifica sobre el efecto del nitrégeno (N) en la produccion y la calidad de los frutos, asi
como la existencia de una relacién inversa entre la concentracién de N y la acumulacién de
compuestos fendlicos en hojas y frutos en algunas especies de plantas, como el arandano
azul, que se caracteriza por ser una planta con una composicién uUnica de compuestos
fitoquimicos tanto en hojas como en frutos. Si bien existen reportes sobre el cultivo de
arandano azul en sistemas hidroponicos, hasta momento no se ha evaluado el efecto de la
fertilizacidn nitrogenada en combinacion con la aplicacion foliar de 24-Epibrasinolido sobre
el rendimiento, la calidad del fruto, la sintesis de compuestos fendlicos y sus derivados con
actividad antioxidante en hojas y frutos, en plantas de arandano azul cultivadas hidroponia
en invernadero. Con fundamento en el analisis bibliografico realizado, suponemos que los
factores antes mencionados pueden promover una alta concentracion de algunos
compuestos fendlicos en hojas y frutos, sin afectar negativamente la produccién y la calidad

al momento de la cosecha.

Considerando lo anterior en esta tesis se presentan los resultados de las investigaciones

realizadas, con el siguiente esquema:

Inicialmente se muestra la introduccién general sobre el tema de estudio, la hipotesis, los

objetivos y la estrategia experimental.
Se presentan los resultados en capitulos:

En el capitulo 1, se indica una revisién de la literatura en torno a una visién general de los
efectos que tienen los Brasinoesteroides (Brs), incluido el 24-Epibrasinélido, en diferentes
cultivos. Se describen algunos procesos bioquimicos celulares que ocurren en hojas, raices
y frutos, que explican de modo especifico porqué se presentan algunos efectos positivos

con la aplicacion de este tipo de fitohormonas.



En el capitulo 2, se aborda los efectos del 24-Epibrasinélido (24-EBL) como inductor de
enraizamiento de esquejes de arandano, en diferentes sustratos. Se concluye que el 24-
EBL induce la formacion de raices en esquejes de plantas de arandano en sustrato de

mezcla de arena de rio y tezontle.

En el Capitulo 3, se presentan los resultados del experimento disefado para evaluar el
efecto de los factores: alta (6.0 mM) y baja (0.6 mM) disponibilidad de N y la aspersién de
24-EBL a cuatro concentraciones (0 pM, 10 pyM,15 yM, 20 puM) sobre las plantas de
arandano cultivadas en sistema hidropoénico, las variables estudiadas fueron: Crecimiento
y desarrollo vegetativo, intercambio de gases, contenido de N total en los diferentes 6rganos
de la planta, acumulaciéon de compuestos fendlicos, clorofila y actividad antioxidante en
hojas. Se concluye que el desarrollo y crecimiento de la planta se ve afectada por la baja
disponibilidad de N y que la presencia del 24-EBL tiene un efecto sobre el contenido de
clorofila, en el intercambio de gases, la acumulaciéon de compuestos fendlicos y la actividad

antioxidante de estos compuestos encontrados en las hojas de la planta.

En el capitulo 4, se muestran los resultados del experimento disefiado para evaluar el
efecto de los factores: alta (6.0mM) y baja (0.6 mM) disponibilidad de N y la aspersién de
24-EBL a cuatro concentraciones (0 yM, 10 uM,15 uM, 20 uM) sobre el rendimiento, la
calidad del fruto, la acumulacién de compuestos con actividad antioxidante en frutos de
arandano cultivados en un sistema hidroponico en invernadero. Los resultados indican que
en las plantas tratadas con 24-EBL los frutos aumentan el calibre, la acumulaciéon de
azucares y los compuestos fendlicos y antocianinas. Por otro lado, los frutos de plantas
cultivadas con alta disponibilidad de N (6.0 mM) presentan menor firmeza y mayor
acumulacion de azucares, sin embargo, estos valores se encuentran dentro de los rangos

aceptables de un fruto de calidad comercial.

En el capitulo 5, se presenta una discusién general y las conclusiones. En este sentido se
concluye que los factores estudiados la disponibilidad de N y la concentracion de 24-EBL,
tienen efectos significativos en distintas variables evaluadas, destaca la acumulaciéon de
compuestos fendlicos con alta actividad antioxidante en hojas, cuando se fertilizé con 0.6
mM de N y se aplico foliarmente la concentracion de 0.20 uM de 24-EBL, sin embargo, las
plantas presentaron area foliar reducida, menor produccién de biomasa, afectaciones en la
tasa fotosintética y rendimiento disminuido. También cabe destacar el efecto positivo de la
alta disponibilidad de N (6.0 mM) y la aplicacién de 24-EBL a 0.20 yM sobre el desarrollo

acelerado, crecimiento vigoroso, aumento en el numero de brotes florales y el mayor



rendimiento de fruto por planta (2 kg/planta). Efectos similares se reportaron previamente
en uvas de mesa (Ghorbani, P et al; 2017) y fresas (Ali- et al; 2022) sobre la acumulacién
de los compuestos fendlicos y el aumento en la actividad antioxidante, cuando fueron
tratadas con 24-EBL, pero en estos estudios no se aborda la relacién con la fertilizacion

nitrogenada.

En el capitulo 6 se presentan las referencias bibliograficas consultadas y citadas de cada

capitulo de este documento

Finalmente se presentan los anexos, que influyen la portada del articulo cientifico y el

articulo de divulgacion cientifica ambos publicados.

Palabras Clave: Brasinoesteroide, nitrogeno,rendimiento, crecimiento, blueberry



Abstract

Brassinosteroids or brassinolides (Brs) are natural plant growth regulators that exhibit
structural similarities to animal steroid hormones. Recent studies have indicated that, in
addition to playing an essential role in plant growth and development, these molecules also
influence anti-stress physiological processes in plants by activating secondary metabolism

pathways, primarily the synthesis of phenolic compounds.

On the other hand, scientific evidence has been generated regarding the effect of nitrogen
(N) on fruit production and quality, as well as the existence of an inverse relationship
between N concentration and the accumulation of phenolic compounds in leaves and fruits
in certain plant species, such as the blueberry, which is characterized by its unique
composition of phytochemical compounds in both leaves and fruits. While reports exist on
the cultivation of blueberries in hydroponic systems, the effect of nitrogen fertilization in
combination with foliar application of 24-Epibrassinolide on yield, fruit quality, the synthesis
of phenolic compounds, and their antioxidant activity derivatives in leaves and fruits of

hydroponically grown blueberry plants in greenhouses has not yet been evaluated.

Based on the literature review conducted, we hypothesize that the aforementioned factors
may promote a high concentration of certain phenolic compounds in leaves and fruits without

negatively affecting production and quality at harvest time.

Thesis Structure:

This thesis presents the results of the research conducted, following the structure outlined

below:



Presents a general introduction to the study topic, the hypothesis, objectives, and

experimental strategy.

Results:

Chapter 1 provides a literature review offering a general perspective on the effects of
brassinosteroids (Brs), including 24-Epibrassinolide, on different crops. It describes certain
biochemical and cellular processes occurring in leaves, roots, and fruits, which specifically

explain why some positive effects arise with the application of these phytohormones.

Chapter 2 addresses the effects of 24-Epibrassinolide (24-EBL) as a rooting inducer in
blueberry cuttings grown in different substrates. It concludes that 24-EBL induces root
formation in blueberry plant cuttings when cultivated in a substrate composed of a mixture

of river sand and tezontle (volcanic rock).

Chapter 3 presents the results of an experiment designed to evaluate the effect of the
following factors: high (6.0 mM) and low (0.6 mM) N availability and foliar spraying of 24-
EBL at four concentrations (0 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM) on blueberry plants cultivated in a
hydroponic system. The variables studied included vegetative growth and development, gas
exchange, total N content in different plant organs, accumulation of phenolic compounds,
chlorophyll levels, and antioxidant activity in leaves. The study concludes that plant
development and growth are affected by low N availability and that 24-EBL influences
chlorophyll content, gas exchange, the accumulation of phenolic compounds, and the

antioxidant activity of these compounds found in the plant’s leaves.

Chapter 4 presents the results of an experiment designed to assess the effect of the
following factors: high (6.0 mM) and low (0.6 mM) N availability and foliar spraying of 24-
EBL at four concentrations (0 yuM, 10 uM, 15 pM, 20 uM) on fruit yield, fruit quality, and the

accumulation of antioxidant-active compounds in blueberries cultivated in a hydroponic



greenhouse system. The results indicate that, in plants treated with 24-EBL, the fruits
exhibited an increase in size, sugar accumulation, and phenolic and anthocyanin compound
content. Additionally, fruits from plants cultivated with high N availability (6.0 mM) showed
reduced firmness and higher sugar accumulation. However, these values remained within

the acceptable range for commercially high-quality fruit.

Chapter 5 General discussion and conclusions. The study concludes that the examined
factors—N availability and 24-EBL concentration—significantly affect various evaluated
variables. Notably, a high accumulation of phenolic compounds with strong antioxidant
activity was observed in leaves when fertilization with 0.6 mM N was combined with a foliar
application of 0.20 uM 24-EBL. However, these plants exhibited reduced leaf area, lower
biomass production, alterations in photosynthetic rate, and decreased yield. Additionally, the
positive effect of high N availability (6.0 mM) and 0.20 uyM 24-EBL application was
highlighted in promoting accelerated development, vigorous growth, increased floral bud
production, and higher fruit yield per plant (2 kg/plant). Similar effects have been previously
reported in table grapes (Ghorbani, P., et al.; 2017) and strawberries (Ali, M. M., et al.; 2022)
regarding the accumulation of phenolic compounds and increased antioxidant activity when
treated with 24-EBL. However, these studies did not address the relationship with nitrogen

fertilization.

Chapter 6 presents the bibliographic references consulted and cited for each chapter of this

document.

Finally, the annexes presented, which influence the cover page of the scientific article and

the popular science article, are both published.



INTRODUCCION GENERAL Y
ESTRATEGIA METODOLOGICA




1. INTRODUCCION GENERAL

GENERALIDADES DEL ARANDANO

Los arandanos son arbustos que constituyen un grupo de especies del género Vaccinium
de la familia de las Ericaceas, generalmente nativas del hemisferio norte. Actualmente se
tienen disponibles diferentes variedades de este frutal, adaptadas a distintas condiciones
ambientales (Morvan et al., 2020). En México la variedad mas cultivada es Biloxi, lograda
por cruzamiento de V. corymbosum, V. elliottii y V. darrowi (Beaudry, n.d.), esta adaptada

a climas templados, soporta temperaturas elevadas y requerimientos de frio bajos.

El arandano tiene un crecimiento vigoroso y productivo, sus frutos son de tamafo medio,
precoces en su maduracion, con buen color, firmeza y sabor. Los frutos de arandano
contienen una serie de fenoles, entre los que se incluyen las antocianinas, estas ocupan
cerca del 60 % del contenido total de fenoles y son responsables de proporcionar los

caracteristicos colores rojo y azul a los frutos (Fang et al., 2020).

El arandano ha sido reconocido como uno de los diez productos mas sanos para el
consumo humano junto con la soya, atun, tomate, zanahoria, aguacate, espinaca, kiwi, ajo
y brocoli (Mikulic-Petkovsek et al., 2012). Se le ha denominado como “Super Fruta” tanto
por su alto contenido de antioxidantes (antocianina, vitamina C, complejo B, vitamina E,
vitamina A), como también de minerales (cobre, selenio, zinc, hierro) y fibra (Clark & Zheng,
2020). Se le atribuyen propiedades benéficas como: mejoramiento de la funcion cerebral y
memoria, neutralizacion de radicales libres que producen enfermedades como cancer y
envejecimiento celular, reduccion de grasas saturadas y menor riesgo de enfermedades
metabodlicas y cardiovasculares, prevencion/retardo de enfermedades a la Vvista,
mejoramiento del tracto digestivo y urinario, prevencion de osteoporosis, entre otros

beneficios (Messiga et al., 2018).

El arandano (Vaccinium corymbosum L) ha sido ampliamente estudiado debido a su gran
cantidad y variedad de compuestos fendlicos (Viencz et al., 2021). El perfil quimico de la
fruta y las hojas de los arandanos estd compuesto principalmente por acidos fendlicos,
flavonoles y antocianinas (Davis & Strik, 2022; Messiga et al., 2018). La estructura quimica
de los compuestos fendlicos mas importantes del arandano tiene un poderoso efecto

antioxidante, que atenua el dafno oxidativo en los tejidos vegetales (Kovacik & Backor,



2007). A pesar de la importancia del arandano como cultivo fruticola, existen escasos
estudios fisiolégicos y bioquimicos en esta especie, en relacion con la nutricion con N (Ertani
et al., 2016) y la aspersion de alguna fitohormona como el 24-Epibrasinélido y del como
estos factores intervienen en la sintesis y acumulacion de compuestos fendlicos en hojas y
frutos (Sun et al., 2023).

CONTEXTO EN MEXICO DE LA PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DEL
ARANDANO

El arandano (V. corymbosum L) fue introducido en México en la década de los 70’s y desde
entonces su produccion ha crecido exponencialmente. Este importante cultivo ha
posicionado a nuestro pais como un importante exportador de esta fruta en el mercado
mundial teniendo como primicial cliente a EUA. Esta situacion coincide con una demanda

creciente en todo el mundo por alimentos saludables y ricos en antioxidantes (Fosat, 2022).

Los principales estados productores en México son Jalisco y Michoacan, en los ultimos 10
afios la produccion de este fruto ha aumentado aceleradamente, en 2021 crecié con una
tasa media anual del 28.0% respecto al 2020 (SIAP, 2022). En 2021 se produjeron 66 mil
toneladas y se cosecharon en promedio 11. 4 toneladas por hectarea dando un rendimiento

promedio por planta de 2.56 kg, como se observa en la figura 1.

M Crecimiento (%)

)

29,471 31,912 S

7,619

"
g
m2019

2020 2018-2019 2020-2021
Periodo

m2021
2
Jalisco g Michoacan

Produccion anual Nacional de arandano (Ton)

Toneladas producidas

m2018
JALISCO MICHOACAN

Figura 1 Produccion nacional (miles de toneladas) y comparativo de crecimiento entre Jalisco y

Michoacan. Elaboracion propia, basada en SIAP, 2022.
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Aunque Jalisco generé la mayor produccion de arandano en los ultimos periodos,
Michoacan registro las mejores cotizaciones del fruto y un crecimiento en la produccion del
50.8% respecto a periodos anteriores. Este estado es el mayor productor de berries a nivel
nacional y estd ganando terreno y protagonismo en la produccidn especializada de
arandano azul, cuyo valor comercial en el 2021 en la regién se estimé en promedio en $82

mil 521 pesos la tonelada comercializada, lo que generd mil 278 millones de pesos.

El arandano (V.corymbosum L), es un frutal que se desarrolla de forma nativa en el

sotobosque, donde se han clasificado dos tipos:

¢ Bajo o “lowbush” (Vaccinium angustifolium Alton), arandano ojo de conejo o “rabbit
eye” (Vaccinium ashei Reade). Alto o “highbush” (Vaccinium corymbosum L). Los
cultivares de arandano alto o “highbush” estan separados en “northern” y
“southern” dependiendo los requerimientos de horas frio y resistencia al invierno
(Beaudry; et; al., 2020)

e Northern Highbush o Arandanos Altos del Norte: Han sido mejorados en busca de
fruta de mayor calidad y mayor resistencia a bajas temperaturas. Por ejemplo:
“Berkeley”, “Bluecrop”, “Bluetta”, “Brigitta”, “Duke”, “Eliot” y “Jersey”.

e Southern Highbush o Arandanos Altos del Sur: Han sido mejorados para
adecuarse mejor al cultivo siempre verde y climas mas tropicales. Por ejemplo:

“Biloxi”, “Emerald”, “Jewel”, “Misty” y “O’ Neal”.

El arandano se considera con la siguiente clasificacion taxonémica:

Reino Clase Orden Familia Género Especie

* Plantae *Magnoliophyta e Ericales e Ericaceae e \accinium *\accinium
corymbosum

Figura 2 Clasificacion Taxonémica del Arandano (Vaccinium Corymbosum) Retamales & Hancock (2012)
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DESCRIPCION DE LA PLANTA

La planta ha sido descrita como un arbusto vigoroso que desarrolla un sistema radicular
reducido, fibroso y superficial. No cuenta con pelos radiculares, porlo tanto, las raices
jévenes son las encargadas de la absorcion de nutrientes (Bian et al., 2014). Las hojas
son simples, enteras o aserradas y ubicadas alternamente a lo largo del tallo que varian
de 1 a 8 cm de largo, son de forma lanceolada u ovalada y de color verde claro (Morvan et
al., 2020). Las flores se producen en inflorescencias (racimos), generalmente axiales, las
que se diferencian en las yemas terminales de las ramillas cuando se detiene el
crecimiento vegetativo. La flor tiene de ocho a diez estambres que se insertan en la base

de la corola.

El fruto es botanicamente una baya, de color azul oscuro, morado o casi negro, presenta
una cicatriz estilar que se busca sea pequefia (Rodriguez-Saona et al., 2019), su tamafo
es variable debido a condiciones climaticas, variedades y manejo agrondmico que se le da
al cultivo. Los tipos de brotes que emergen del arandano poseen yemas vegetativas que
se forman primero. Mientras que los brotes axiales son vigorosos y emergen desde la
corona o de yemas mayores de un afio y los anticipados se forman en yemas brotadas en

las plantas de al menos 12 meses de edad (Banados et al., 2012).

El crecimiento en la planta del arandano esta dividido en dos partes, vegetativo y
reproductivo. Se han especificado cuatro etapas de crecimiento vegetativo, donde el
primero es la yema vegetativa, el segundo es el brote caracterizado por entrenudos cortos,
tercero el alargamiento de los entrenudos y la expansion de hojas y cuarto una rama nueva
conformada por las hojas totalmente extendidas y entrenudos largos (Tennakoon et al.,
2018). Las etapas de crecimiento reproductivo son seis: primera se tiene una yema
hinchada que dara origen a las flores y posteriormente la yema se abrira dando inicio a la
segunda etapa la floracion, tercera es la aparicién de botones florales con la corola cerrada,
cuarta es laflor en plena floracién con la corola abierta, quinta caida de la corola y cuaje del

fruto y sexto fruto verde (Ochmian et al., 2018).
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TIPO DE SUELO

El cultivo del arandano se caracteriza porque se adapta muy bien a en condiciones de
suelos acidos, con un pH entre 4.5 y 5.5. Esta caracteristica, descubierta por Frederick
Coville cerca del afno 1910, permitié que el arandano se pueda domesticar (Mirsky, 2011;
Rebolledo, 2013). La Conductividad Eléctrica (CE) ideal es bajo los 1.5 dS/m (Cruzat y
Mancilla, 2010).

El cultivo requiere de suelos ligeros, de buena aireacion con porosidad del 40%, un alto
porcentaje de materia organica, contenido de carbonato de calcio debajo del dos por ciento
y buen drenaje (Cruzat y Mancilla, 2010; Carrera, 2012; Rebolledo, 2013). Cuando en el
terreno no se cuenta con suelos que tengan estas caracteristicas, se optar por un cultivo
en hidroponia utilizando macetas o contenedores. Esta es una practica asociada al uso de
buenos sustratos, riego tecnificado y alta densidad de plantas por invernadero.
Actualmente en México este tipo de sistemas de produccién estdan ganando popularidad
ya que permite optimizar recursos e insumos y se puede tener un complejo productivo
altamente rentable y sostenible. La ventaja de producir en sistemas hidropdnicos es que
existe una gran variedad de medios de crecimiento que son estables e inertes, con
tamafos de particulas especificos, estas caracteristicas que permiten que el sistema
radicular se desarrolla en condiciones Optimas de aireacién. Este sistema, intensivo y
tecnificado, es una opcién para lugares con las condiciones climaticas adecuadas, pero
con problemas de suelo. Sin embargo, requiere un constante monitoreo de todos los
factores que influyen, especialmente la conductividad eléctrica de la solucion de riego

antes y después de su paso por el sustrato (Benavides, 2013).

NECESIDADES HiDRICAS

Un abastecimiento adecuado de agua es esencial para el crecimiento éptimo de la planta,
ya que tienen un sistema radicular fibroso superficial, por lo que son susceptibles a las
sequias; sin embargo, es importante evitar el exceso de riego ya que las raices pueden
presentar necrosis (Strik, 2008). En promedio las plantas jovenes necesitan cerca de 1
pulgada de agua por semana (Strik, 2008), mientras que el requerimiento hidrico para
plantas adultas es de 15 L a 20 L de agua (Meyer y Prinslo, 2003). Los arandanos son
muy sensibles a sales solubles, exceso de calcio, boro y cloro. De modo que el agua debe

ser tratada adecuadamente antes de poder utilizarla en el riego en los casos que presente
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problemas de salinidad, o en los que el agua proceda de la red de distribucion y haya sido

sometida a procesos quimicos (Carrera, 2012).

Buzeta (1997) reporta que el riego en el cultivo debe ser especialmente apropiado en los
siguientes momentos: dos semanas luego de la caida de los pétalos, dos semanas previas
a la cosecha y tres o dos semanas posteriores a ésta. Al igual que en la mayoria de las
especies frutales,el crecimiento de la baya es un periodo fundamental. Riveros (1996)

reporta un efecto positivo del riego en la produccion de frutos y en la longitud de los brotes.

Ciertas experiencias han demostrado los beneficios de la reduccién del pH del sustrato del
cultivo, a través de la acidificacién del agua suministrada en el riego. Estudios realizados
por Sanabria (2016) concluyeron que la acidificacion del agua de riego no afecta el
desarrollo vegetativo de las plantas de arandano alto del sur; sin embargo, afecta
positivamente la calidaddel fruto, la productividad, el contenido de sélidos solubles totales
y el pH en los frutos de arandano. Segun explica Espinoza (2017), para el riego de este
cultivo, con tubos y cintas de goteo, se debe acidificar el agua a un pH entre 5.5y 6, para
lo cual es ideal contar con una planta de tratamiento de agua a la medida a base de acido

sulfuroso y nitrico.

CARACTERISTICAS DEL FRUTO Y COSECHA

La recoleccion o cosecha se realiza de forma selectiva por los indices de madurez del
fruto, basados en el color y el tamafio (Fernandez-Salvador et al., 2017). La cosecha debe
realizarse cuando la baya adquiera una coloracién azul completa (indice de Cosecha). A
pesar de ser un fruto climatérico, se recomienda cosechar cuando la baya llega a este
punto, porque las caracteristicas organolépticas del producto seran superiores (Tuttle &
Sc, 2022). No se debe apresurar el momento de cosechar los frutos cuando se tornan
azules, ya que desarrollan mejor sabor, se vuelven mas dulces y crecen un 20% mas si
se dejan unos dias después de que estén completamente azules (Strik, 2008). La
frecuencia de cosecha depende del cultivar, de la ubicacién de la plantacién y medio de
transporte (Davis & Strik, 2022).

Segun Strik y colaboradores (2016), la calidad del fruto esta definida por una serie de
factores como la apariencia de la fruta, un color azul uniforme, presencia de cera en la

superficie de la fruta (conocida como Bloom), ausencia de defectos como dafio mecanico
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y pudriciones, forma y tamano de la baya, fruta con firmeza adecuada, calidad
organoléptica determinada por un contenido adecuado de azucares, acidos y compuestos

volatiles y por ultimo calidad nutritiva.

El contenido total de azucares de bajo peso molecular, solubles en agua (glucosa,
fructosa, manosa, etc.) se debe medir en fruto con color de cosecha y se obtiene en forma
directa por reflectometria, se expresa en grados brix (°B) y tiene correlacion con la materia
seca (Roman, 2013). Diferentes autores sefialan distintas concentraciones de solidos
solubles para cosechar frutos de arandanos. En este sentido, Kushman y Ballinger (1968)
citado por Pino (2007) proponen como criterio de cosecha, niveles superiores a 10° Brix,
en tanto que Lobos (1988) indica que frutos de arandano con 11° y 12° Brix reunen las

cualidades deseadas por el consumidor.

El sabor de los arandanos depende, segun Janick y Moore (1996) del balance entre el
dulzor, acidez y el aroma. Los principales acidos organicos presentes en arandanos son,
segun estudios realizados por Kushman y Ballinger (1968) citado por Pino (2007), el acido
citrico, acido malico, acido chiquimico y trazas de acido succinico. Por lo anterior la acidez
titulable indica el porcentaje de acidos organicos contenido en él fruto, este parametro se
determina por titulacion con una base fuerte de concentracion conocida, generalmente
NaOH 0.1 N, y se expresa como él % de acido organico predominante (Lizama, 1992). Los
frutos de arandano azul son una rica fuente de importantes metabolitos secundarios como
antocianinas, flavonoles, flavonoles y compuestos fendlicos acidos, como los acidos
hidroxicinamicos (Gavrilova et al., 2011; Rodriguez-Mateos et al., 2012; Veberic et al.,
2015).

FERTILIZACION NITROGENADA

El éxito en la produccion del arandano depende de muchos factores, como son: las
propiedades del suelo, el riego, la genética de la planta, el clima, las practicas culturales,
el control de plagas y enfermedades y la aplicacién de fertilizantes (Retamales y Hancock,
2012).

El N es un macronutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de plantas (Linton et

al., 2020). Se absorbe en formas iones amonio y nitrato, es un constituyente del aparato
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fotosintético, detonador de la actividad enzimatica y sintesis de pigmentos como la clorofila
y algunas antocianinas (Fang et al., 2020). El agotamiento de este elemento desencadena
consecuencias negativas en procesos como la senescencia, reduce la produccién de
biomasa provoca el amarillamiento de las hojas, disminuye los brotes y por lo tanto reduce

el rendimiento de la planta y (Chen et al., 2019).

La fertilizacidon excesiva de N mejora la produccion de biomasa en las plantas, pero la
calidad del fruto a menudo se ve afectada negativamente debido a la baja concentracion de
compuestos antioxidantes (Guo et al., 2021). Hay algunos informes sobre las dosis minimas
de N que actualmente se recomienda aplicar en varios cultivos y su impacto en la
produccion de compuestos fendélicos (Dominguez-Valdivia et al., 2008; Zhao et al., 2019).
Sin embargo, no existen evidencias con relacion a una concentracion de N en los tejidos de
la planta que podrian mantener altos niveles de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante (Litke et al., 2018; S. Singh et al., 2015).

EI'N es el principal componente de los programas de fertilizacion y la principal limitante del
crecimiento debido a su escasez en el suelo (Devetter et al., n.d.) y es el nutriente mas
absorbido por el cultivo. Como el arandano es una especie que se origina en suelos acidos
donde hay muy baja presencia de nitrato, predomina la absorcion y utilizacion de amonio
como forma de N en la nutricién del cultivo (Linton et al., 2020). Ademas, el N absorbido
bajo la forma de NO3;™ no puede ser utilizado de manera directa por la planta, por lo que
es necesaria su reduccion a la forma aménica mediante dos enzimas: nitrato reductasa y
nitrito reductasa, que le permite entrar en el sistema metabdlico, mientras que el amonio

es absorbido y asimilado directamente (Blaya y Garcia, 2003).

El estrés por deficiencia del N disminuye la actividad enzimatica y la concentracion de
clorofila, lo que conduce a un efecto perjudicial en el aparato fotosintético (Cao et al., 2018).
Ademas, una disminucion de la fotosintesis puede inducir una sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) acompanada de una elevada peroxidacion lipidica (Ouyang et
al., 2018). Estos hechos han sido reconocidos como los principales contribuyentes al
retraso en el crecimiento de las plantas (Ouyang et al., 2018). Las plantas activan
mecanismos de defensa, induciendo la activacion de complejos enzimaticos antioxidantes
como la superoxido dismutasa (SOD,) como primera linea de defensa para contrarrestar
este estrés de N (Ouyang et al., 2018). Ademas, los compuestos no enzimaticos mejoran

su concentracion para evitar este dano (B. Singh, 2018).
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Asimismo, la produccidon de metabolitos secundarios es un mecanismo estrechamente
relacionado con la defensa y la supervivencia. Hay una fuerte relacion entre la fertilizacion
con N y la acumulaciéon de compuestos fendlicos en los tejidos vegetales (Naikoo et al.,
2019). En este sentido, un aminoacido clave, la fenilalanina (Phe), es un sustrato
fundamental para la sintesis de proteinas y varios fenoles, entre ellos acidos fendlicos,
flavonoides, antocianinas y taninos (Kovacik & Backor, 2007). El primer paso de la ruta de los
fenilpropanoides es la desaminacion de la Phe por la fenilalanina amoniaco liasa (PAL),
que convierte la Phe en acido cinamico, como precursor de compuestos fendlicos. El
amonio liberado de la Phe es reasimilado en el metabolismo del N (Jiménez-Zamora et al.,
2016), este evento ocurre principalmente en aquellas plantas que crecen en condiciones
limitadas de N (Ahanger et al., 2020; Marty et al., 2019; Wang et al., 2019; Zhang et al.,
2018).

Aunque las familias de compuestos fendlicos se derivan del mismo precursor (Phe) la
sintesis de varios tipos de fenoles como respuesta a la fertilizacion con N es controvertida
(Bramley & Ouzman, 2019). De hecho, varios informes han demostrado un aumento de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en plantas cultivadas sin o con N limitado,
mientras que en algunos cultivos la adicion de N disminuye la concentracion de flavonoides
(X. Wang et al., 2019) o antocianinas (Alfaro et al., 2018). Los compuestos fendlicos
pueden aumentar en situacién donde hay deficiencia de N y disminuir los compuestos
derivados de los aminoacidos. De hecho, en plantas de manzanilla desprovistas de N la
acumulacion de compuestos fendlicos se incrementd por agotamiento de N en el medio
radical (Kovacik et al., 2007).

La falta de N también puede desencadenar reacciones de dano oxidativo debido a
alteraciones en la funcionalidad fotosintética (Huang et al., 2004; Pompelli et al., 2010).
Sin embargo, la actividad de enzimas antioxidantes y la sintesis de compuestos fendlicos,
tales como antocianinas, puede contrarrestar el estrés oxidativo por ausencia de N (Logan,
Diaz et al., 2006)
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FITOHORMONAS COMO COADYUVANTES NUTRICIONALES

Las fitohormonas son importantes reguladores del crecimiento de las plantas, desempenan
un papel fundamental en la respuesta al estrés bidtico y/o abidtico (Santa et al., 2018). Los
brasinoesteroides (BR) son un grupo de hormonas esteroides vegetales que regulan una
amplia gama de respuestas fisioldgicas. Existen varias moléculas analogas de la
Brasinolida, el primer BR descubierto, las mas empleadas en la actualidad son el 24-
Epibrasinolide y el 28-Homobrasinolida, como fitohormonas que regulan y potencializan el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Babalik et al., 2020). Los Brs actuan de forma
independiente y en conjunto con oftras fitohormonas para controlar diferentes actividades
fisiologicas (Trevisan et al., 2020) que actuuan sobre la elongacion celular (Ali et al., 2013;
(Liu et al., 2016), la fotomorfogénesis (Chaiwanon & Wang, 2015), la diferenciacion del xilema
(Jaillais & Vert, 2016), la germinacion de semilla (Jia et al., 2019), el rendimiento (Hacham et
al., 2011). Numerosos estudios también han informado que los BR son capaz de mejorar la
capacidad de la planta para hacer frente al estrés hidrico (Hayes, 2019; De Oliveira et al.,
2019), alta salinidad del suelo (Furio et al., 2022), ataque de patdgenos (He et al., 2017),
estrés por frio (Fariduddin et al., 2018.), la presencia de metales pesados (Ur Rahman et
al.,, 2023). Incluso se tiene conocimiento de que intervienen en el metabolismo de las
plantas cuando hay deficiencia de nutrientes (Vidya Vardhini, 2017), como el N (Jia et al.,
2019), interviniendo en la movilidad de este elemento de rganos maduros a hojas jévenes,
esta interaccion tiene una relacion directa con el aumento en la acumulacién de compuestos

fendlicos (Gruszka, 2013).

Sin embargo, hasta el momento no existe suficiente investigacion que nos indique cual es
la relacién entre la disponibilidad del N y el uso de brasinoesteroides sobre el desarrollo y
crecimiento de la planta del ardndano, asi como en la produccion, con frutos de calidad con

mayor acumulacién de compuestos fendlicos que tienen actividad antioxidante

REFERENCIAS CITADAS: CAPITULO 6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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2. HIPOTESIS

La aplicacion de 24-EBL en arandanos (Vaccinium corymbosum L) variedad Biloxi
cultivados en diferentes concentraciones de nitrogeno, incrementa el crecimiento vegetativo

y el rendimiento del cultivo e induce la acumulacion compuestos fendlicos con actividad

antioxidante.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacién de 24-EBL sobre el crecimiento de la planta, en la
produccion y la calidad del fruto del arandano, cultivado en condiciones hidropénicas con

disponibilidad alta y baja de N.

3.1.1 Objetivos particulares

1. Valorar el efecto del 24-EBL sobre el enraizamiento de esquejes de
arandano en diferentes sustratos hidroponicos.

2. Estimar el efecto de la aplicacion foliar de cuatro concentraciones de 24-EBL
y de la disponibilidad de N, en el crecimiento, desarrollo y actividad
fotosintética de la planta de arandano.

3. Determinar el efecto de la aplicacién foliar de cuatro concentraciones de 24-
EBL y de la disponibilidad de N, en la acumulacion de compuestos fendlicos
y actividad antioxidante de extractos de hojas de plantas de arandano.

4. Comprobar el efecto de la aplicaciéon de 24-EBL y de la disponibilidad de N
sobre la produccién y calidad del fruto del arandano.

5. Determinar el efecto de la aplicacién foliar de cuatro concentraciones de 24-
EBL y de la disponibilidad de N, en la acumulaciéon de compuestos fendlicos

y actividad antioxidante de extractos de frutos de arandano.
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4. ESTRATEGIA METODOLOGICA

En el siguiente diagrama se muestra la estrategia experimental que se desarrollé en los

estudios realizados en el presente trabajo. Posteriormente se desglosa la informacion de

cada fase.

®Preparacion del material
vegetal

e Enraizamiento de
esquejes y variables
evaluadas

¢ Evaluacion del efecto del
24-EBL y de distintos
sustratos

J

e Establecimiento del
cultivo hidropdnico.
e Tratamientos nutritivos

e Tratamientos con la
fitohormona (24-EBL)

eVaraibles evaluadas
sobre el crecimiento
vegetativo

eVariables evaluadas en
fruto

Figura 3 Esquema de la estrategia experimental. Elaboracién propia

FASE 1

PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL.

Se utilizaron plantas de arandano (V. corymbosum L) variedad Biloxi de 6 meses de edad,

adquiridas en Marpa Invernaderos ©, el 15 de diciembre del 2018. Las plantas se

establecieron en un invernadero tipo techumbre cubierto con plastico blanco lechoso de

calibre 720, que proporciona un 30% de sombra y permite conservar una temperatura

promedio de 27 °C y una humedad relativa promedio del 47%, ubicado en el Instituto de

Investigaciones Agropecuarias y Forestales de la UMSNH; se aclimataron durante 15 dias,

regandolas manualmente con 0.2 L de agua desmineralizada, con una frecuencia de 12

horas, el agua tenia una conductividad eléctrica (CE) de 0.055 yS/cm y pH de 6.8.

21



TRASPLANTE EN SUSTRATO

Las plantas se sacaron del contenedor con el cepellon completo y se trasplantaron en
macetas de 20 L, que contenian como medio de crecimiento un sustrato compuesto de una
mezcla de area de rio y tezontle (roca volcanica basaltica color rojo de particulas menores
a 6.0 mm de diametro) en relacion 2:1 (V/V), previamente esta mezcla se desinfectd con
una solucién de hipoclorito de sodio al 10%, se enjuagd con agua desionizada hasta que el
pH en el agua de enjuague fue cercano a siete. Las plantas continuaron en proceso de
aclimatacion por 15 dias, aplicando un régimen de riego de 0.3 L de agua desmineralizada
cada 12 horas. El siguiente paso fue homogenizar el material vegetal, este proceso se

muestra en la figura 4.

. C) Corte transversal en la punta del F) Plantas homogéneas con
A) Planta inicial . . 5 .
tallo principal, dejando cuatro varios brotes salientes del tallo

yemas viables principal

B) Aclareo de tallos D) Aclareo de brotes, dejando
dejando uno. solo 1 en la parte media de la
planta

Figura 4 Esquema del proceso de homogenizacion del material vegetal.

Las plantas trasplantadas en las macetas con sustrato, se podaron retirando brotes
secundarios, haciendo un aclareo dejando un solo tallo, posteriormente se realizé un corte
transversal en la punta del tallo principal dejando yemas viables, de estas yemas crecieron
brotes, el siguiente paso fue un aclareo de los brotes laterales se dej6 un solo brote, de ese
brote se produjo un tallo saliente principal, del cual se derivé una planta homogénea con

material vegetal nuevo, este procedimiento tuvo una duracion de 30 dias y aseguro la
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homogeneidad del material vegetal. Una vez que el material vegetal estuvo homogenizado
continud el proceso de aclimatacién por 15 dias mas, manteniendo el régimen de riego de

0.3 L de agua desmineralizada cada 12 horas (tiempo toral de aclimatacion 75 dias).

EXPERIMENTO 1: 24-EPIBRASINOLIDO (24-EBL) COMO INDUCTOR DE
ENRAIZAMIENTO DE ESQUEJES DE ARANDANO AZUL EN DIFERENTES
SUSTRATOS

4.3.1 Material vegetal

El material vegetal se obtuvo de una poda de las plantas arandano (V. corymbosum L)
previamente descritas, se seleccionaron ramas laterales y de estas se obtuvieron esquejes
entre 7 y 10 cm de longitud con tres yemas axiales. Estas secciones de tallo se
desinfectaron por inmersion en hipoclorito de sodio a 35 ppm por 1 minuto, después se
enjuagaron cinco veces con agua desionizada y se sumergieron en solucion con fungicida
(LucavFlow® 10ml/L) por 1 min, finalmente se enjuagaron 10 veces con agua desionizada.
La parte basal de los esquejes (2 cm) se colocd durante 2 horas en solucién de 24-
Epibrasindlido (24-EBL) y solucion testigo (dimetilsulféxido (DMSO) + monolaurato
polioxietilensorbato agente surfactante tensoactivo (Tween 20) + agua destilada),
posteriormente se trasplantaron a recipientes cubicos de plastico negro de 1 L de
capacidad, que contenian las mezclas de sustratos evaluados. Previo a la plantacion, los
sustratos fueron regados con agua desionizada hasta drenar y posteriormente se plantaron
los esquejes. Los contenedores se regaron diariamente a capacidad de campo durante 30

dias hasta finalizar el experimento.

Este experimento se instal6 en el invernadero antes descrito, se utilizaron mesas de trabajo
para colocar las macetas que contenian los esquejes y con los diferentes sustratos
utilizados.

4.3.2 Diseno experimental

Se utilizo un disefio experimental bifactorial con una distribucién completamente al azar,
con 4 repeticiones en cada maceta. Los factores estudiados fueron: A) Tipo de sustrato,

con cuatro niveles: Peat Moss Turba Rubia Sphagnum ® (PM); mezcla de PM + perlita en
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relacion 2:1 (V/V) (PMP); fibra de coco comercial (Power Forteco) (FC); mezcla de FC +
perlita en relacién 2:1 (V/V) (FCP); y mezcla de arena de rio + tezontle en relacion 1:1 (V/V)
(AT); B) Concentracion de 24-EBL a cuatro niveles: 0 uyg L', 20 uyg L™", 40 ug L™, 60 pg L.
La combinacién de estos factores genero 20 tratamientos que fueron repetidos 4 veces,

quedando 80 unidades experimentales (UE), la que consistié en un esqueje.

4.3.3 Preparacion de la fitohormona

Las soluciones de 24-EBL a 20 ug L', 40 uyg L' y 60 pug L' se obtuvieron mediante
diluciones con agua destilada de una solucion madre 24-EBL a concentracién de 0.01 g L
'. Esta solucién se preparé disolviendo 10 mg de 24-EBL (Sigma-Aldrich Epibrassinolide,
285%) en 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO), después se agreg6 0.025 L de agua bidestilada
y 0.1% (V/V) de monolaurato polioxietilensorbato (Tween 20) como surfactante, el volumen
final se afor6 a 1 L con agua bidestilada. Para la solucién sin 24-EBL se afadieron las
mismas concentraciones de dimetilsulféxido (DMSO) y monolaurato polioxietilensorbato

(Tween 20) a 1 L de agua.

4.3.4 Caracterizacion fisica de los sustratos

Los sustratos se desinfectaron con solucion de hipoclorito de sodio a 35 ppm y se lavaron
tres veces con agua desionizada, se colocaron en recipientes de plastico negro de disefio
cubico con capacidad de 1 L. La CE del sustrato se determinaron con el método de extracto
de saturacion (Vargas et al., 2008). La concentracién de N en los sustratos se realizé por el
método de microKjeldahl. El P, K, Ca y Mg se determinaron después de digestion humeda
y se cuantificaron por espectrofotometria de absorcion atémica (Varian ICP -AES Plasma
96). Estos analisis se realizaron por triplicado en el laboratorio Centro de Innovacion y
Desarrollo Agroalimentario de Michoacan (CIDAM) ubicado en la ciudad de Morelia
Michoacan.

La densidad aparente (Da) se determiné por el método de la probeta (Acosta et al., 2014)
y la densidad real (Dr) por picnometria de liquidos (Diaz et al., 2012). A partir de dichas
determinaciones se obtuvo la porosidad total del sustrato utilizando la ecuacion Pt (%) =
100(1-Da/Dr). La determinacion de retencion de humedad se realizé por el método de la

columna colgante (Crespo et al., 2018) y a partir de dicha medicion se obtuvo porosidad de
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aire (Pa). Estas pruebas se hicieron en el Laboratorio de Nutricion Vegetal en el Instituto de

Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF).

4.3.5 Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron: porcentaje de supervivencia de esquejes, numero de
esquejes enraizados (aquellos que tenian una raiz principal de 2 mm de longitud), nimero
de raices por esqueje, longitud de raiz principal y longitud total del sistema radicular. Para
analizar el sistema radicular se tomaron fotografias de los esquejes enraizados por cada
tratamiento y las imagenes se procesaron con el software Root System Analyser - analysis
of images and sequences of plant roots, de la Universidad de Viena (Leitner et al., 2014).

Los analisis se realizaron a los 30 dias después del establecimiento del experimento (DDE).

4.3.6 Analisis estadistico

De los datos obtenidos se realizé el analisis de varianza y en las variables con efecto
significativo se realizé la comparacion de medias con la prueba de Tukey en ambos analisis

se utilizé a una probabilidad del 95% con el programa estadistico IBM SPSS® v26 2021.
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FASE 2

EXPERIMENTO 1: EFECTO DE LA APLICACION FOLIAR DE 24- EBL SOBRE EL
CRECIMIENTO VEGETATIVO, RENDIMIENTO Y LA CALIDAD DEL ARANDANO
CULTIVADO EN DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DISPONIBILIDAD DE
NITROGENO.

En el invernadero antes descrito, las plantas homogeneizadas se establecieron en un
experimento factorial, con un arreglo completamente al azar, los factores que se estudiaron
fueron: 1) Disponibilidad de N a dos niveles 0.6 mM y 6.0 mM, que se administré en riego
con dos soluciones nutritivas durante 540 dias (del 15 de febrero del 2019 al 15 de agosto
2020); y 2) Aplicacion Foliar de 24-EBL a cuatro contracciones 0.0 uM, 0.10 uM, 0.15 uM y
0.20 uM, aplicados en cada etapa de floracion. La combinacion de estos factores produjo 8
tratamientos, los cuales se repitieron 4 veces generando 32 unidades experimentales (UE)
con cuatro plantas cada una, en total se utilizaron 128 plantas. La distribucién de las UE se

realizé de acuerdo con la figura 5.

Figura 5 Esquema de la distribucion del experimento instalado en sistema hidropénico en

invernadero, diseiio y elaboracion propia.
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4.4.1 Sistema de fertirriego

El sistema de riego consisti6 en dos depédsitos con capacidad de 700 L y bombas
eléctricas de 1/2 hp (IUSA MODELO: 616289). Las soluciones se suministraron utilizando
mangueras de 16 mm y goteros de 8 Lph (litros por hora). El riego se realizé con pulsos
de cuatro minutos cada 12 horas (a las 8:30 y 20:30 horas), con un gasto real de 0.5 L por

planta por riego, con un gasto de 1.0 L de solucion nutritiva por planta por dia.

4.4.2 Preparacion de la solucién nutritiva

Las dos soluciones nutritivas utilizadas tenian: N en forma de NH4*, CE de 1.8 mS cm™ y
pH ajustado a 4.5 - 5.0 con acido sulfurico (14 N), una carga ionica total de 16 Meq™", 1.0
Meq™ de H,PO4 y una proporciéon de K* Ca*™ Mg** de 25%, 50% y 25% respectivamente,
se modificé la proporcion de aniones en funcion de los tratamientos aplicados. Las
soluciones nutritivas se prepararon con agua desmineralizada, de acuerdo a las tablas 1
Ay 1B.

Tabla 1 A. Solucién nutritiva NHa* 0.6 mM Tabla 1 B. Solucion nutritiva NH4 + 6.0 mM

Meq L NO,- H.PO, SO, s MeqL"  NO; H.PO, SO,
K+ R 100 285 3.85 K+ . 1.00 1.50 2.50
Ca++ . . 7.70 7.70 Ca++ . . 5.00 5.00
. . 3.85 3.85 . . 2.50 2.50
++ Mg++
Mg

. . 0.60 0.60 . . * 6.00 6.00

NH,* NH,
3 0.00 1.00 15.00 16.00

5 0.00 1.00 15.00 16.00

Elaboracion propia

Se utilizaron fertilizantes solubles grado fertirriego: fosfato monopotasico, sulfato de
potasio, sulfato de amonio, fosfato monoamanico, sulfato de magnesio, cloruro de potasio,
cloruro de calcio, solucion madre de micronutrimentos y solucién madre de Fe EDTA. La
preparacion de las soluciones nutritivas se realizd con la relacién gramos de sales por 100

litros de agua desmineralizada como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Gramos de fertilizantes para la formulacién de las soluciones nutritivas

Fertilizantes/Sales de la solucion 0.6 mM NHg4* (9/100 L) 6.0 mM NH4* (g/100 L)
KHoPO4 (Mol L) 67.10 67.10
K2S04 (Mol L") 221.56 221.56
(NH,),S0O, 37.61 376.16
NH4HoPO4 (Mol L) 11.53 115.31
MgSO,.7H,0(Mol L) 24.74 24.74
KCI (Mol L) 74.56 74.56
CacCl,,.2H,0 (Mol L") 27.02 27.02
*Solucién de micros (*) 14.5 ml 14.5 ml
*Solucién Fe EDTA (**) 9ml 9ml

Nota: (*)- En 1L: 2,86 g H,80,; 1,81 g MnCl,.4H,0; 0,10 g ZnCl,; 0,04 g CuCl,; 0,02 g H,M0oO4H.0.

(**)- 24,9 g FeSO,.7H,0 o 24,25 g de FeCl,.6H,0; 33,2g EDTA-Na; 89 mL NaOH 1N completar en 800mL H,0.

FASE 3

DISENO EXPERIMENTAL 2: EFECTO DE LA APLICACION FOLIAR DE 24-
EPIBRASINOLIDE SOBRE EL CRECIMIENTO VEGETATIVO, RENDIMIENTO, LA
CALIDAD DEL ARANDANO CULTIVADO EN DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
DISPONIBILIDAD DE NITROGENO.

4.5.1 Preparacioén de 24-EBL

Para la preparacién de la solucién madre de 24-EBL, se disolvieron 10 mg (4.87 mM) de

24-EBL (85% de pureza, Sigma Aldrich) en una solucion tensoactiva que contenia 0.01 L
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de etanol al 96% y 0.01 L de monolaurato polioxietilensorbato (Tween 20) al 0.1% (v/v), una
vez disuelto el soluto, la solucién se aforé con agua destilada a volumen de 1 L. Las
soluciones de trabajo se prepararon a partir de la solucién madre a cuatro concentraciones
a 0.10 yM, 0.15 pM, 0.20 pM, y para la solucion a 0.0 yM se prepard una solucion con 0.01
L de etanol al 96% y 0.01 L de monolaurato polioxietilensorbato (Tween 20) al 0.1 % (v/v),
la solucion se aford a 1 L con agua destilada (la solucion 0.0 uM no contenia soluto). Estas
soluciones se almacenaron en refrigeracion de 2 °C a 4 °C, en botellas de vidrio color ambar

que se forraron con papel aluminio para proteger la solucion de la luz.

4.5.2 Aplicacién foliar de las soluciones de BRs

A los 150 dias después del establecimiento (DDE, el dia uno del experimento corresponde
al inicio de los tratamientos nutritivos en el fertirriego, con las soluciones a 0.6 mM y 6.0
mM de N), durante la segunda floracién, las plantas fueron asperjadas con 0.015 L de
solucién de 24-EBL a 0.00 yM, 0.10 yM, 0.15uM, 0.20uM. La aspersion de brasinoesteroide

se repitié en cada floracion, durante todo el experimento (total 8 aplicaciones).

4.5.3 Variables evalualas

6.5.3.1 Muestreos no destructivos:
Se realizaron mediciones no destructivas, con una frecuencia de 15 dias para determinar:

Altura de la planta, se utilizdé con un flexémetro (Truper, modelo: FH-3M) a partir de donde

se identifico la primera yema vegetativa viable, hasta el apice de la planta,
Numero de hojas por rama.

Numero de ramas por planta.

Numero de brotes florales por planta.

Intercambio gaseoso. Se midio la tasa de asimilacion neta de CO- (Pn), la concentracion
de CO3 (Ci), la conductancia estomatica (Gs), la tasa de transpiracion (E) con un sistema
de fotosintesis portatil (Li-6400; LI-COR Inc. EEUU). De cada planta de las diferentes

unidades experimentales, se seleccion6 al azar una hoja madura completamente expandida
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para realizar mediciones de intercambio de gases en la hoja (Pn, Ci, Gs y E), a
concentracion de 400 pmol mol ' de CO; y saturacién de luz a 1000 ymol m?s™. La
medicion se realizd 24 h antes y después de la aplicacion del brasinoesteroide, dentro del

invernadero en el horario entre las 7-9 am.
6.5.3.2 Muestreos destructivos

Se realizaron cuatro muestreos destructivos en los dias 180, 240, 300 y 360 DDE, para
estos muestreos se tomd una planta al azar de cada unidad experimental para medir las

siguientes variables:

Area Foliar. Se midié en un planimetro electrénico digital (Li-cor21 2001, LICOR, Licoan
NE).

Biomasa de tejido vegetal. Se tomo6 una planta de cada unidad experimental y se retird
de la maceta, se limpio el sustrato de las raices y posteriormente se segmentaron los
diferentes 6rganos de-las de la planta colocando en bolsas de papel hojas, tallos y raices.
El material vegetal se pes6 en fresco en una balanza electrénica (Mettler Toledo, Modelo:
PR8002) y se seleccionaron muestras de hoja frescas para realizar la extracciéon de
compuestos fitoquimicos y pigmentos esta muestra se reservo para su posterior analisis, el
resto del material se secd en un horno (Felisa, FE291) a 65 °C durante 48 horas, la biomasa
se peso en una balanza electrénica de precision (Mettler Toledo, Modelo: PR8002). Para
determinar la biomasa seca total se realizd una correccion para estimar la masa del material

qgue no se seco y se considero todo el material vegetal.

Contenido de N. Se tomaron 5 gr de muestra de tejido vegetal seco de cada érgano de la
planta: hojas, tallos y raices, posteriormente se analizé por el método Kjeldahl descrito por
Sadzawka et al. (2004).

Contenido de clorofilas a y B. Se seleccioné una muestra de hojas frescas y se preparo
un extracto con DMSO al 80% como solvente, el calculo de clorofila se realizé utilizando las
férmulas de Holm y Wettstein segun el método descrito por Ronen Ry Galun M (1984). La
clorofila se midié por método espectrofotométrico (Perkin Elmer Lambda 25 UV/Visible),
con la absorbancia a 440.5, 644 y 662 nm.

Preparacion de extracto para la determinacion de compuestos fitoquimicos y
actividad antioxidante. Se obtuvo un extracto de hojas, se tomd una cantidad de 5 g de

muestra de hojas frescas, que se liofilizaron en un equipo liofilizador Labconco™
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FreeZone™ -105 °C 4.5L Benchtop Freeze Dry Systems, posteriormente se realizd una
molienda con nitrégeno liquido, la muestra se mezcl6 con 5 ml de etanol al 70% v/v en agua.
La mezcla se expuso durante 1 min en el vortice (Heidolph Reax top) y 30 min en un bafo
ultrasoénico a 20 °C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 15 min a 10.000
rom. El sobrenadante se filtr6 mediante un filtro de nailon (Chromafil Xtra PA-45/13,
Macherey-Nagel, Diren, Alemania) y se almacend a temperatura de congelacion (=70 °C)

hasta su posterior analisis.

Determinacion de fenoles totales en hojas. El contenido total de compuestos fendlicos
de los extractos de hojas se determind utilizando el método descrito por Singleton y Rossi,
(1965). Se afiadié reactivo de Folin-Ciocalteu (100 ul) y carbonato de sodio saturado (200
MI) a un volumen de 100 ul del extracto. Se agregaron 1.5 mL de agua destilada y se mezclo
completamente. La mezcla se colocé en la oscuridad durante 35 min a temperatura
ambiente y luego se centrifugd a 4000 rpm durante 10 min. La absorbancia se ley6 a 725
nm en un espectrofotémetro (Perkin Elmer Lambda 25 UV/Visible). El contenido fendlico
total se midi6 usando &cido galico como estandar y se registrdé en miligramos de

equivalentes de acido galico por gramo de hojas.

Determinacion de Flavonoides Totales. El contenido total de flavonoides se midié
utilizando el método propuesto por Zhishen et al. (1999). Se afadié 500 pl de extracto y
solucion estandar de catequina a 2 ml de agua destilada y 150 ul de nitrito de sodio al 5 %
(peso/vol). Después de 5 min se afiadieron 150 pl de cloruro de aluminio (AICI3) al 10 %
(pesolvol), seguidos de 1 ml de solucion de hidroxido de sodio 1 M. La mezcla se diluyé con
la adicion de 1.2 ml de agua destilada y la absorbancia de la mezcla (cuando viro a color
rosa) se determind a 510 nm en un espectrofotémetro (Perkin EImer Lambda 25 UV/Visible).
La concentracién de flavonoides totales de las hojas se expresé en miligramos de

equivalentes de catequina por gramo de hojas.

Determinacién del contenido de Taninos condensados (Proantocianidina). El
contenido de taninos condensados se determiné utilizando el método de vainillina descrito
por Butler et al, (1982). Se afiadi6 reactivo de vainillina-HCl al 0.5 % (2.5 ml) a 0.5 ml de
extracto diluido y solucién estandar de catequina, se mezcldé completamente y se incubd a
30 °C en la oscuridad durante 20 min. La absorbancia se ley6 a 500 nm en un
espectrofotdmetro (Perkin Elmer Lambda 25 UV/Visible). El contenido de taninos
condensados se expreso en miligramos de equivalentes de catequina por gramo de peso

seco de hojas.
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Actividad antioxidante de extracto de hojas. Esta variable se evalué usando dos

métodos, el método ABTS y el método DPPH, los cuales se describen a continuacion.

El método ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) se basa en la
desactivacion del catién radical antioxidante ABTS+, que se mide por la disminucion de la
absorbancia a 734 nm. El método ABTS El método se realizd segun lo descrito por Re et al
(1999). La absorbancia se leyé a 734 nm en un espectrofotometro (Perkin Elmer Lambda
25 UV/Visible), 7 minutos después de la adicion del extracto. La actividad antioxidante total
de las hojas se expreso6 en uMol.100 g”' de TEAC (capacidad antioxidante equivalente a

Trolox).

El radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) es uno de los pocos compuestos nitrogenados
organicos estables y comercialmente disponibles. EI método se basa en la desactivacion
del radical DPPH por compuestos con propiedades antioxidantes presentes en extractos de
frutas y esta desactivacion se monitoriza a 515 nm en un espectrofotometro (Perkin Elmer
Lambda 25 UV/Visible). El método DPPH se llevé a cabo segun lo descrito por Kim et al.
(2002). Se evalud la disminucién de la absorbancia del radical DPPH 100 uM (2.9 mL)
disuelto en metanol al 80% a 515 nm en un espectrofotometro (Perkin EImer Lambda 25
UV/Visible), 30 minutos después de la adicion de cada extracto. La actividad antioxidante

total de las hojas, también se expresé en uMol.100 g-1 de TEAC.

Determinacion de rendimiento y peso del fruto. Los frutos maduros se cosecharon a
mano dependiendo de la tasa de maduracién. Se pesaron las frutas en una balanza digital
(Mettler Toledo, Modelo: PR8002) y se contd y pesd una submuestra de 100 frutas para

calcular el numero de frutas por planta y peso promedio de la baya.

Determinacion acidez titulable del fruto. La acidez titulable (AT) de la fruta se
determiné en cuarenta frutos de cada unidad experimental (10 frutos de cada planta) a
través del método de titulacion potenciométrica utilizando un titulador automatico Titroline

Easy (S| Analytics GmbH) como se describe por Castrején et al. (2008).

Determinacioén de calibre y firmeza. El tamafo de la fruta (diametro ecuatorial) se midio
en cada cosecha con un vernier electronico (Trupper Modelo: CAL-6MP) simultdneamente
en 10 frutas por planta de cada unidad experimental cuarenta frutos por unidad
experimental. La firmeza se determind en 40 frutos por unidad experimental con un

texturometro de sonda para fruta (AMETEK Modelo: CT3 Brookfield). El equipo se monté
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con fuerzas de compresion maximas y minimas de 200 g (1,96 N) y 15 g (0,15 N),

respectivamente, y una velocidad del pistén de 6 mm s™' (Ehlenfeldt y Martin 2002)

Determinacion de pH y TSS. Los valores de pH se determinaron con el jugo de 10 frutos
por planta, en total se procesaron 40 frutos por unidad experimental, se utilizé un
potencidometro electrénico (ORION Modelo: 00430). Los sélidos solubles totales (TSS) se
midieron con el jugo de 10 frutos por planta, en total se procesaron 40 frutos por unidad
experimental, se utilizdé un refractometro digital termocompensado (Hannah Instruments,

Modelo: H19813) que fue previamente calibrado con agua destilada.

Preparacion de extractos para la determinacion de compuestos fitoquimicos con
actividad antioxidante en fruto. Se muestrearon 100 g de fruto fresco por cada planta,
los frutos se liofilizaron en un equipo Labconco™ FreeZone™ -105°C 4.5L Benchtop Freeze
Dry Systems y se molieron (molino de bolas Tetsch MM 200), con nitrégeno liquido, el polvo
seco se mezcld con metanol (60 mL) en un bafo de ultrasonidos (USC-1400 Unique)
durante 15 minutos a temperatura ambiente (20 °C). El extracto se centrifugd a 2000 RPM
durante 10 minutos y el sobrenadante se almacend en un matraz ambar. Este extracto se
utilizé para determinar los compuestos fendlicos totales (FT) y para el analisis de la actividad
antioxidante (AA).

Muestras de arandano liofilizado en polvo, se extrajeron con metanol acidificado (HCI 0.1%)
(15 mL) en un bafio de ultrasonidos (USC-1400 Unique) durante 30 minutos a temperatura
ambiente (20 °C). El extracto se centrifugd a 2000 RPM durante 10 minutos y el

sobrenadante se utilizé para evaluar el contenido de antocianinas totales (TA).

Determinacién de compuestos fendlicos totales (FT). El contenido fendlico total de cada
extracto se determind espectrofotométricamente (Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda
25 UV/Visible) segun el método de Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965). La
absorbancia se ley6 a 765 nm y los resultados se expresaron, en peso fresco, como mg.100

g-1 equivalente de acido galico (GAE).

Determinacion de antocianinas totales (AT). El contenido de antocianinas totales se
determiné por el método del diferencial de pH (GIUSTI; WROLSTAD, 2001). La absorbancia
se leydé a 700 nm en un espectrofotémetro (Perkin Elmer Lambda 25 UV/Visible) a la
longitud de onda de maxima absorcion. Los resultados, se expresaron como la
concentracion de antocianinas en mg.100 g™' equivalente de cianidina-3-glucésido (¢ =
26900, PM = 449,2).
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Contenido total de flavonoides de los frutos. El contenido total de flavonoides se llevé a
cabo de acuerdo con el método planteado por Lichtenthaler (1987). El polvo de arandano
liofilizado se mezclé 0.5 ml de solucion de NaNO3 (1,5%), posteriormente se agrego1 mL
de AICI3 (3%) y NaOH (1 mol L™ V- Después de la incubacion durante 5 min en la oscuridad,
la absorbancia se midi6 a 490 nm en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25
UV/Visible. Los resultados se expresaron como equivalentes de epicatequina mg (EE) por
100 g de peso de la fruta (mg 100 g~ ' FW).

Actividad antioxidante de extracto del fruto. Esta variable se evalué usando dos

métodos, el método ABTS y el método DPPH, los cuales se describen a continuacion.

El método ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) se basa en la
desactivacion del catién radical antioxidante ABTS+, que se mide por la disminucion de la
absorbancia a 734 nm. El método ABTS El método se realiz6 segun lo descrito por Re et al
(1999). La absorbancia se leyé a 734 nm en un espectrofotometro (Perkin EImer Lambda
25 UV/Visible), 7 minutos después de la adicion del extracto. La actividad antioxidante total
de las hojas se expres6 en uMol.100 g”' de TEAC (capacidad antioxidante equivalente a

Trolox).

El radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) es uno de los pocos compuestos nitrogenados
organicos estables y comercialmente disponibles. El método se basa en la desactivacion
del radical DPPH por compuestos con propiedades antioxidantes presentes en extractos de
frutas, y esta desactivacién se monitoriza a 515 nm en un espectrofotometro (Perkin Elmer
Lambda 25 UV/Visible). El método DPPH se llevé a cabo segun lo descrito por Kim et al.
(2002). Se evalud la disminucién de la absorbancia del radical DPPH 100 uM (2.9 mL)
disuelto en metanol al 80% a 515 nm en un espectrofotometro (Perkin Elmer Lambda 25
UV/Visible), 30 minutos después de la adicion de cada extracto. La actividad antioxidante

total de las hojas, también se expres6 en uMol.100 g-1 de TEAC.
4.5.4 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron por medio de un analisis de varianza (ANOVA) para
determinar los efectos significativos de los factores en cada tratamiento sobre los
parametros medidos. Las medias de las variables estadisticamente significativas (P <0,05)
se separaron con la prueba de Tukey (software SPSS), después de que se cumplieron los
supuestos estadisticos. Los analisis estadiisticos se realizaron con el Software SPSS V.26
(SPSS-IBM, Orchard Road-Armonk, Nueva York).
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Unlocking the Green Potential: Brassinosteroids in Horticultural

Crops

ABSTRACT

Brassinosteroids (BRs) play a crucial role in regulating root growth and development in
horticultural crops through intricate molecular mechanisms. This review delves into the
multifaceted effects of BRs on root architecture, emphasizing their potential practical
applications in modern agriculture. The molecular signaling pathways of BR action, involving
the BRI1 receptor, BZR transcription factors, and downstream target genes, orchestrate
processes such as cell elongation, lateral root development and hormone crosstalk. By
unraveling the molecular intricacies of BR-mediated root growth, researchers aim to develop
targeted strategies for crop improvement and sustainable agricultural practices. The positive
impact of BRs on fruit quality, production yield, nutrient metabolism, and stress tolerance
highlights their significance as valuable tools for enhancing crop productivity. As our
understanding of the complex regulatory networks involving BRs advances, their application
in horticulture holds great promise for meeting the increasing demands for high-quality fruits

and sustainable agricultural practices.

Keywords: Brassinosteroid - Performance - Quality - Environmental Stress - Development

INTRODUCTION

Brassinosteroids (BRs), a class of plant hormones, have emerged as pivotal regulators
influencing various physiological processes in horticultural crops. Their unique ability to
enhance root system development has garnered significant attention within the agricultural

community. This review aims to explore the multifaceted effects of BRs on root growth in
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different agricultural crops, shedding light on their practical implications for modern

horticulture (Clouse, 2011).

Brassinosteroids (BRs) constitute a unique class of plant hormones characterized by their
steroidal structure, akin to those found in animals and certain fungi. First discovered in 1979,
with brassinolide isolated from Brassica napus L. pollen, subsequent research has identified
numerous analogues of this molecule (Unterholzner et al., 2015). BRs exert their effects at

remarkably low concentrations, distinguishing them from other growth regulators.

The practical utilization of BRs in horticulture holds immense promises for optimizing crop
production. By tailoring BR application strategies, farmers can potentially improve the root
system architecture of various crops, including fruits, vegetables, and ornamental plants.
This targeted approach can lead to enhanced nutrient use efficiency, stress tolerance, and

overall crop yield (Gupta et al., 2022).

Over the past four decades, research efforts have elucidated the mechanisms of action of
BRs within plants, particularly in horticultural crops. These phytohormones exhibit a broad
spectrum of stimulatory and protective effects, influencing cellular activities with significant

implications for crop quality and yield.

Initial investigations in the 1980s primarily focused on isolated BRs molecules such as 24-
Epibrasinolide (24-EBL) and 28 Homobrasinolide (28-HBL), assessing their impact on plant
growth and crop yield under natural conditions. However, recent studies have shifted
towards evaluating the role of BRs in mitigating plant stress, including heavy metal
contamination, water stress, and high salinity concentrations. Results indicate that BRs
application can enhance crop resilience under adverse environmental conditions (Ali et al.,

2022).
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BRs have been successfully utilized in a variety of crops, including rice, corn, wheat, as well
as fruits and vegetables such as kiwi, strawberry, grape, and tangerine (Bajguz et al., 2003;
Nakashita et al., 2003; Kir et al., 2017; Babalik et al., 2020; Furio et al., 2022). Notably, BR
application has demonstrated positive effects on crop vyield, fruit quality, and disease

resistance.

Furthermore, BRs increase plant resistance to both biotic and abiotic stressors, potentially
serving as substitutes for traditional pesticides. Exogenous application of BRs stimulates
biochemical pathways and enhances physiological processes, particularly in areas
characterized by soil salinity, nutrient deficiencies, prolonged drought, and low temperatures

(Clouse & Sasse, 1998).

This review aims to synthesize the latest research findings on the role of BRs in improving
crop yield, enhancing fruit quality, optimizing nutrient utilization, and increasing
phytochemical compounds. Additionally, we will explore their impact on plant propagation

and their efficacy in mitigating biotic and abiotic stress conditions.

BR SIGNALING PATHWAY

The molecular mechanism of BRs action begins with the perception of BRs by the
membrane-localized receptor, BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1 (BRI1). Upon binding
of BRs, BRI1 undergoes conformational changes and activates a downstream signaling
cascade involving a series of phosphorylation events. This cascade ultimately leads to the
activation of transcription factors known as BRASSINAZOLE-RESISTANT (BZR) proteins,
key regulators of BR-responsive gene expression (Wang et al., 2012). The BZR proteins
play a central role in transducing the BR signal and modulating the expression of genes
involved in cell elongation, division, and differentiation, influencing root growth (Vert et al.,

2005).
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CELL ELONGATION AND EXPANSION

One of the primary effects of BRs on root growth is the stimulation of cell elongation and
expansion. BZR proteins directly regulate the expression of genes involved in cell wall
modification, such as expansins and xyloglucan endotransglucosylase/hydrolases (XTHs).
These genes contribute to the loosening of the cell wall structure, allowing for increased cell
elongation. Additionally, BRs promote the activation of plasma membrane H*-ATPases,
facilitating proton pumping and cell wall acidification, further supporting cell expansion
(MUssig et al., 2003). The orchestrated regulation of these processes by BRs ensures proper

root cell growth and elongation.

LATERAL ROOT DEVELOPMENT

Brassinosteroids also influence lateral root development through intricate molecular
mechanisms. Studies have identified that BRs positively regulate the expression of genes
involved in lateral root initiation and emergence. The interaction between BZR proteins and
auxin-responsive genes, such as those of the Aux/IAA family, contributes to the coordination
of auxin and BR signaling pathways during lateral root development (Vilarrasa-Blasi et al.,
2014). The crosstalk between BRs and auxin, another key plant hormone, highlights the

complexity of hormonal regulation in shaping the root architecture.

CROSS-TALK WITH OTHER HORMONES

Brassinosteroids engage in cross-talk with other hormones, further influencing root growth.
The interplay between BRs and gibberellins (GAs) has been well-documented, with
evidence suggesting that BRs enhance GA biosynthesis and signaling, promoting root
elongation (Nakashita et al., 2003). Additionally, interactions between BRs and abscisic acid

(ABA) have been identified, influencing root growth under stress conditions (Divi et al.,
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2010). Unraveling the molecular details of these hormone interactions provides insights into

the integrated regulation of root development in response to various environmental cues.

THE IMPACT OF BRASSINOSTEROIDS ON ROOT ARCHITECTURE

Studies have demonstrated that BRs play a crucial role in shaping the architecture of the
root system in horticultural crops. The application of exogenous BRs has been shown to
promote lateral root formation and elongation, leading to an overall increase in root biomass.
These effects contribute to improved nutrient and water uptake efficiency, ultimately

enhancing the plant's overall growth and productivity (Li et al., 2019).

In addition to lateral root development, BRs have been found to positively influence root hair
formation. Root hairs are essential for nutrient absorption, and BR-induced enhancement of
root hair density can significantly contribute to the plant's ability to exploit soil resources

effectively (Nolan et al., 2020).

MOLECULAR MECHANISMS UNDERLYING BRASSINOSTEROID-MEDIATED ROOT
GROWTH

Understanding the molecular mechanisms by which BRs influence root growth is crucial for
harnessing their potential in horticulture. BRs are known to activate specific signaling
pathways, involving the BRI1 receptor and downstream transcription factors. These
pathways regulate the expression of genes associated with cell elongation, division, and
differentiation in the root system, providing insights into the molecular basis of BR-induced

root development (Wang et al., 2021).
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BRASSINOSTEROIDS AND SHOOT GROWTH

Research indicates that BRs play a pivotal role in shoot development across a spectrum of
horticultural crops. The application of exogenous BRs has been shown to stimulate cell
elongation, increase leaf area, and enhance overall shoot biomass. This effect is attributed
to BRs' ability to modulate the expression of genes involved in cell expansion and division,

influencing shoot architecture and promoting greater crop yield (Clouse, 2016).

BRASSINOSTEROIDS AND FLOWERING

The influence of BRs on flowering is a crucial aspect of horticultural crop management.
Studies suggest that BRs contribute to the regulation of flowering time and the transition
from vegetative to reproductive phases. By modulating the expression of key flowering
genes, BRs offer the potential to manipulate flowering processes in crops, allowing for
precise control over the timing of reproduction, which is essential for optimizing yield (Li et

al., 2018).

BRASSINOSTEROIDS AND FRUIT DEVELOPMENT

In the context of fruit crops, BRs exhibit significant effects on fruit development and quality.
The application of BRs has been linked to increased fruit set, accelerated fruit maturation,
and improved fruit size. These effects are associated with BRs' ability to regulate hormone
crosstalk, impacting processes such as cell division, expansion, and sugar metabolism,

ultimately influencing fruit yield and quality (Divi and Krishna, 2009).

BRASSINOSTEROIDS AND FRUIT SET

The application of BRs has been associated with improved fruit set in several horticultural

crops. Studies have shown that exogenous BRs can enhance pollen tube elongation, ovule
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fertilization, and early fruit development. This increased fruit set not only contributes to
higher production yield but also influences the uniformity and consistency of fruit quality

parameters (Kutschera, 2020).

BRASSINOSTEROIDS AND FRUIT SIZE

BRs play a crucial role in regulating cell division and expansion, impacting the final size of
fruits in horticultural crops. Research has demonstrated that the exogenous application of
BRs leads to larger fruit size by promoting cell enlargement in various tissues. This effect is
particularly noteworthy in fruits such as tomatoes, grapes, and strawberries, where
increased size is often correlated with improved market value and consumer preference
(Symons et al., 2006). Table 1. Below illustrates various studies conducted on different
crops, highlighting the impact of brassinolides. While the positive effects of BRs on fruit
quality and production yield are evident, challenges exist in optimizing application protocols
for different crops. The dosage, timing, and cultivar-specific responses to BRs need careful
consideration. Future research should focus on developing tailored strategies for specific
fruit crops, considering variations in genetic backgrounds and environmental conditions to

maximize the practical benefits of BR application (Shah et al., 2021).

Table 1. Impact of Brassinosteroids on Crop Quality Across Various Crops

Crop Type of Treatment Effects on Quality Attributes References

Potato Foliar treatment with Promoted  potato  tuber  development Kazakova
28-BL (102-10" Increased tuber fraction by 24% Inhibited etal., 1991.
ppm). tuber germination during storage Enhanced
resistance to Phytophthora infectants and

Fusarium sulphureous infections.
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Pepper Foliar treatment with
107 M of 24-
epibrassinolide at

different stages.

Improved number of flowers, fruit yield per Samira et
plant. Physicochemical variables related to al., 2012.
quality enhanced: fresh weight,
height/diameter ratio, number of fruits,

firmness, color, ripening index.

Spinach Soaking seeds in
aqueous solution at

10-2 ppm EBL.

Improved germination from 54% to 72%. Maghsoudi
Enhanced crop yield by improving etal, 2021.

underground and above-ground parts.

Beet Foliar treatment with
10% M of 24-

epibrassinolide.

Increased bulb growth by 18%. Improved Wang et al.,
sugar content rate by 12-26%. Enhanced 2019.
crop yield and sugar content by 10-13% under

stress-free conditions and 8% under stress.

Cucumber  Soaking seeds in

Increased flowering rate. Enhanced fruit size ~ Manzano et

aqueous solution at al., 2011.
1072 ppm EBL.
Watermelon Foliar treatment with  Improved yield by 20%. Increased fruit set Susina et

10™ M of 24-

Epibrassinolide.

and number of flowers. Delayed senescence al., 2012.

Strawberry  Foliar treatment with
10-3 M of 24-

epibrassinolide.

Enhanced quality and yield. Increased fruit Chai et al.,
set. Preventing premature shedding of young 2013.
fruits. Delayed senescence and other factors

affecting yield and fruit quality.

*Own elaboration
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BRASSINOSTEROIDS AND STRESS TOLERANCE

The role of BRs in enhancing stress tolerance is vital for maintaining fruit quality and
production yield under adverse environmental conditions. BRs have been demonstrated to
mitigate the impact of abiotic stresses such as drought, salinity, and temperature extremes
on fruit crops. By modulating stress-responsive genes and promoting antioxidant defense
mechanisms, BRs contribute to the resilience of horticultural crops, ensuring sustained

productivity and quality even in challenging environments (Planas-Riverola et al., 2019).

BRs have been found to mitigate the adverse effects of various environmental stressors,
including drought, salinity, and temperature extremes. By activating stress-responsive
genes and promoting antioxidant defense mechanisms, BRs contribute to the plant's ability
to withstand challenging environmental conditions, offering a promising avenue for

sustainable crop production (Vriet et al., 2012).

Despite the promising effects of BRs, challenges remain in optimizing their practical
application in diverse horticultural systems. Fine-tuning dosage, application timing, and
understanding crop-specific responses are essential for maximizing the benefits of BRs.
Future research should delve into the intricate molecular mechanisms underlying BRs
interactions with different crops, paving the way for tailored approaches to improve

horticultural practices (Jiang et al., 2021).

CONCLUSION

This cane of phytohormone emerges as versatile growth regulators with significant potential
for practical use in horticulture. Their impact on shoot growth, flowering, fruit development,
and stress tolerance positions BRs as valuable tools for optimizing crop production. As

researchers continue to unravel the complexities of BR signaling pathways, horticulturists

45



can leverage this knowledge to develop targeted strategies for harnessing the full potential

of BRs in diverse agricultural settings.

The molecular mechanisms underlying BRs-mediated root growth involve a sophisticated
network of signaling pathways and interactions with other hormones. The BRI1 receptor,
BZR transcription factors, and downstream target genes collectively orchestrate processes
such as cell elongation, lateral root development, and hormone crosstalk. Understanding
these molecular intricacies not only enhances our fundamental knowledge of plant biology
but also holds promise for the practical application of BRs in agriculture. By deciphering the
molecular language of BRs in root growth regulation, researchers can contribute to the
development of targeted strategies for crop improvement and sustainable agricultural

practices.

Brassinosteroids present exciting opportunities for horticulturists to enhance fruit quality and
production yield in diverse agricultural crops. The positive impact on fruit set, size, nutrient
metabolism, and stress tolerance positions BRs as valuable tools for sustainable and
efficient fruit production. As our understanding of the complex regulatory networks involving
BRs advances, their practical application in horticulture holds great promise for meeting the

increasing demands for high-quality fruits.
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Capitulo 2

24-Epibrasindlido (24-EBL) como inductor de enraizamiento de

esquejes de arandano azul en diferentes sustratos

https://doi.org/10.29312/remexca.v14i1.3115.
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24-Epibrasinélido (24-EBL) como inductor de enraizamiento de

esquejes de arandano azul en diferentes sustratos

RESUMEN

Los brasinoesteroides son fitohormonas esteroidales que se han utilizado ampliamente en
la agricultura, se han realizado pocos estudios sobre el efecto que pueden tener para
inducir la formacién de raices en esquejes de arandano (Vaccinium corymbosum). El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto del 24-Epibrasinedlido (24-EBL) a
distintas concentraciones (0, 20, 40 y 60 ug L") y del sustrato sobre el enraizamiento de
esquejes, se utilizé mezcla de arena de rio y tezontle (AT), turba (Peat Moss ®) y perlita
(PMP), mezcla de fibra de coco y perlita (FCP), turba (Peat Moss ®) (PM) y fibra de coco
(FC). Las variables evaluadas a los 30 dias después de establecido del experimento fueron
porcentaje de supervivencia (%SE), porcentaje de esquejes enraizados (%ER), nimero
de raices por esqueje (NR), longitud de raiz principal (LRP) y longitud total del sistema
radicular (LTR). Los datos obtenidos se sometieron a analisis de varianza y comparacion
de medias con la prueba de Tukey. Los resultados mostraron que los esquejes de
arandano con 24-EBL a una concentracién de 60 ug L™ en sustrato de AT presentan 84.7%
de supervivencia y 67.76 % de esquejes enraizado. Los esquejes expuestos a 24-EBL a
una concentracion 40 y 60 ug L™ insertados en sustrato de mezcla de AT presentaron una
mayor longitud de raiz y mas raices por esqueje en comparacion con otros sustratos. Se
concluye que el 24- EBL induce la formacién de raices en esquejes de plantas de arandano

en sustrato de AT.

Palabras clave: Brasinoesteroide, Sustrato, Esquejes, Arandano Azul.
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INTRODUCCION

El arandano azul (Vaccinium corymbosum) es una de las frutilas de mayor relevancia
econdémica en México y a nivel mundial, se caracteriza por el contenido de compuestos
fendlicos con actividad antioxidante (Rodriguez, et al; 2019). En el 2020, México se
posiciond en el sexto lugar de produccion con 50,293 toneladas, 2.6% mas que el afio
anterior. La produccién de esta baya ha tenido un crecimiento exponencial en los ultimos
10 afios registrando una tasa media anual de crecimiento del 25.1% (SIAP, 2021).

Uno de los principales métodos de propagacion del arandano azul es por enraizamiento de
estacas o “esquejes” (Villegas et al., 2019). Concurren diversos elementos que afectan la
capacidad de enraizamiento de los esquejes (Cardenas y Lopez, 2011), entre los que
destacan tipo de sustrato, reguladores de crecimiento exégenos y enddgenos, nutricion y
condicion fisiolégica de las plantas madre, tipo de esqueje, época de enraizamiento y
condiciones medioambientales (A’saf et al., 2020).

En la propagacion por esquejes se utilizan diferentes tipos de sustratos de origen mineral
y organico, destaca el uso de turba que esta hecha a base de materiales vegetales
descompuestos, tiene buena retencion de agua y aireacion, la inestabilidad en su estructura
y su alta capacidad de intercambio catidnico interfiere en la nutricion vegetal (Braha y
Rama, 2018). La fibra de coco es otro sustrato que se utiliza con frecuencia, es una fibra
compuesta por celulosa y lignina, se caracteriza por poseer baja conductividad eléctrica,
retener humedad, ser resistente a las bacterias y presentar alta compactaciéon cuando se
encuentra en polvo, lo que genera problemas de aireacion por tal motivo se combina con
otros sustratos (Putrino et al., 2020).

Por otro lado, la arena de rio presenta buenas caracteristicas granulométricas que varia
entre 0.5 y 2 mm de diametro, una arena deseable para la producciéon de plantas en

contenedores debera tener principalmente particulas de tamafo mediano y grueso. El uso
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de arenas con una distribucién amplia (dispersa) de tamafios de particula es indeseable,
ya que podria resultar en un sustrato con baja capacidad de aireacion. El uso de arena
debera restringirse a menos de una tercera parte del volumen total del sustrato, ya que
puede resultar en un alto peso por volumen (densidad aparente), lo que no es
recomendable, su capacidad de retencion de agua es media y su intercambio catiénico es
nulo (Luna et al., 2021).

La perlita y el tezontle son considerados un sustrato inerte que tienen origen mineral. Las
rocas volcanicas que han sido sometidas a temperaturas de ignicion sufren modificaciones
en su estructura fisica, generando rocas ligeras y porosas, que favorecen la infiltracion de
agua en movimiento descendente. Por estas caracteristicas al mezclar sustratos minerales
con organicos se consigue una relacion ideal de retencién de humedad, concentracién de
nutrientes y drenaje. Esto permite una buena aireaciéon de las raices (Bannoud y Bellini,
2021).

De acuerdo con Pagani et al. (2015) la interaccion que tiene la composicion del sustrato
con las condiciones ambientales como humedad, temperatura, nutrientes administrados
por riego y la presencia de hormonas genera buenas condiciones para el enraizamiento,
tomando en consideracion que se mantenga la textura y la estructura de este.

Una de las practicas mas comunes para inducir la formacién de raices es el uso de
reguladores de crecimiento y las mas utilizados son las auxinas (Blythe et al., 2004) y
recientemente los brasinoesteroides (BR) (Serna et al., 2012) que son considerados como
la sexta fitohormona, son sustancias esteroidales que estimulan el crecimiento de las
plantas cuando son aplicados de forma exdgena (Vazquez et al., 2019). Estos se
descubrieron en 1960 y actualmente se utilizan con diversos fines en la agricultura.

Los diferentes analogos de brasinoesteroides han mostrado efectos en el metabolismo
primario y secundario de varios cultivos como el tomate, pepino y uva en donde se observé
un incremento en el area foliar, elongacién del tallo, crecimiento del tubo polinico,

50



reorientacion de las microfibrillas de celulosa en tallo y hojas, (Hussain et al., 2020) |,
induccion de la formacion de tejido conductor en raices, cambios en la actividad de la
fotomorfogénesis y en la division celular, también pueden estimular o inhibir la rizogénesis
y participan en senalizacion de multiples reacciones bioquimicas de fosforilacion y
metilacion de complejos quinasas en la membrana celular (Bergonci et al., 2014).

Sin embargo, hasta el momento no se han desarrollado suficientes estudios que muestren
el efecto de los brasinoesteroides sobre el desarrollo radicular de esquejes de arandano
utilizando distintos sustratos. Por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de
3 diferentes concentraciones de 24- Epibrasinolide (24-EBL) y 5 mezclas de sustrato en el

enraizamiento y supervivencia de esquejes de plantas de arandano en invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién y descripcion del area experimental

El experimento se realizé en un invernadero del Instituto de Investigaciones Agropecuarias
y Forestales (IIAF) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo ubicado en
Carretera Morelia Zinapécuaro kilometro 9.5, 58880, Tarimbaro, Michoacan. Con

coordenadas geograficas: 19.7681622, - 101.1513041. Elevacion 1860 m.

Material vegetal

El material vegetal consistié en esquejes entre 7 y 10 cm de longitud con tres yemas axiales
que se obtuvieron de ramas laterales, seleccionadas durante una poda de plantas sanas
de Vaccinium corymbosum variedad Biloxi de 2 afios. Estas secciones de tallo se
desinfectaron por inmersion en hipoclorito de sodio a 35 ppm por 1 minuto, después se
enjuagaron cinco veces con agua desionizada y se sumergieron en solucién con fungicida
(LucavFlow® 10ml/L) por 1 min, finalmente se enjuagaron 10 veces con agua desionizada.

La parte basal de los esquejes (2 cm) se colocd durante 2 horas en solucién de 24-
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Epibrasinolido (24-EBL) y solucion testigo (dimetilsulféxido (DMSO) + monolaurato
polioxietilensorbato agente surfactante tensoactivo (Tween 20) + agua destilada),
posteriormente se trasplantaron a recipientes de plastico negro cubicos de 1 L de capacidad
que contenian las mezclas de sustratos, previo a la plantacion, los sustratos fueron regados
con agua desionizada hasta drenar y posteriormente se plantaron los esquejes, los
contenedores se regaron diariamente a capacidad de campo durante 30 dias hasta finalizar

el experimento.

Condiciones en el invernadero

El invernadero donde se instal6 el experimento es tipo techumbre curva con plastico blanco
lechoso de calibre 720, que proporciona un 30% de sombra, y permite conservar una
temperatura uniforme dentro del invernadero de 27°C en promedio durante el dia y una

humedad relativa del 47%.

Disefio experimental

Se utilizo un diseno experimental completamente al azar con arreglo factorial, con 4
repeticiones en cada maceta, la unidad experimental consistié en un esqueje. Se generaron
20 tratamientos de la combinacion de los dos factores, factor sustrato: tipos de sustratos
Peat Moss Turba Rubia Sphagnum ® (PM); mezcla de PM + perlita en relacion 2:1 (V/V)
(PMP); fibra de coco comercial (Power Forteco) (FC); mezcla de FC + perlita en relacion
2:1 (VIV) (FCP); y mezcla de arena de rio + tezontle en relacion 1:1 (V/V) (AT) y el factor

concentracion de 24-EBL (0, 20, 40, 60 pg L™).

Preparacion de la fitohormona
Las soluciones de 24-EBL a 20, 40 y 60 ug L™ se obtuvieron mediante diluciones con agua
destilada de una solucion madre de 24-Epibrasinolido (24-EBL) a concentracion de 0.01
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g/L. Esta solucion se preparé disolviendo 10 mg de 24-EBL (Sigma-Aldrich Epibrassinolide,
285%) en 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO), después se agregé 25 mL de agua bidestilada
y 0.1% (V/V) de monolaurato polioxietilensorbato (Tween 20) como surfactante, el volumen
final se afor6 a 1 L con agua bidestilada. Para la solucién sin 24-EBL se afadieron las
mismas concentraciones de dimetilsulféxido (DMSO) y monolaurato polioxietilensorbato

(Tween 20) a 1 L de agua.

Caracterizacion fisica y quimica de los sustratos

Los sustratos se desinfectaron con solucion de hipoclorito de sodio a 35 ppm y se lavaron
tres veces con agua desionizada, se colocaron en recipientes de plastico negro de disefio
cubico con capacidad de 1 L. La conductividad eléctrica (CE) del sustrato se determinaron
con el método de extracto de saturacion (Vargas et al., 2008). La concentracion de N en los
sustratos se realizé por el método de microKjeldahl. ElI P, K, Ca y Mg se determinaron
después de digestion humeda y se cuantificaron por espectrofotometria de absorcién
atémica (Varian ICP -AES Plasma 96). Estos analisis se realizaron por triplicado en el
laboratorio Centro de Innovacion y Desarrollo Agroalimentario de Michoacan (CIDAM)
ubicado en la ciudad de Morelia Michoacan.

La densidad aparente (Da) se determind por el método de la probeta (Acosta et al., 2014)
y la densidad real (Dr) por picnometria de liquidos (Diaz et al., 2012). A partir de dichas
determinaciones se obtuvo la porosidad total del sustrato utilizando la ecuacion Pt (%) =
100 (1-Da/Dr). La determinacion de retencién de humedad se realizd por el método de la
columna colgante (Crespo et al., 2018) y a partir de dicha medicién se obtuvo porosidad de
aire (Pa). Estas pruebas se hicieron en el Laboratorio de Nutricion Vegetal en el Instituto de

Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF).
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Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron: porcentaje de supervivencia de esquejes, numero de
esquejes enraizados (aquellos que tenian una raiz principal de 2 mm de longitud), nimero
de raices por esqueje, longitud de raiz principal y longitud total del sistema radicular. Para
analizar el sistema radicular se tomaron fotografias de los esquejes enraizados por cada
tratamiento y las imagenes se procesaron con el software Root System Analyser - analysis
of images and sequences of plant roots, de la Universidad de Viena (Leitner et al., 2014).
Los analisis se realizaron a los 30 dias después (DDE) de que se establecio el experimento.
Analisis estadistico

De los datos obtenidos se realizé el analisis de varianza y en las variables con efecto
significativo se realizé la comparacion de medias con la prueba de Tukey en ambos analisis

se utilizé a una probabilidad del 95% con el programa estadistico IBM SPSS® v26 2021.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de los sustratos

Los sustratos utilizados en este trabajo presentaron las siguientes caracteristicas: Turba
(Peat-moss), es un sustrato con efectos de salinidad casi nulos (CE) de 0.5 dSm™', una
alta concentracion de N de 0.84 g/kg, bajo en P con 5.2 ppm, pobre en K con 15 ppm,
pobre en Ca con 10 ppm y pobre en Mg 7 ppm, una alta retenciéon de humedad de 64.5 %,
estos resultados son similares a los reportados por Gomez et al (2013).

La perlita no se caracterizo en este estudio, se tomaron los valores de referencia indicados
en la ficha técnica del proveedor (Multiperl ® Hotyicola) la cual indica las siguientes
caracteristicas: roca silicea volcanica expandida con un pH: 7, tiene un volumen total de
poros del 95%, la densidad aproximada es 0,120 kg/l. Este sustrato tiene la funcionalidad

de al ser un medio inerte, cualquier sustancia afiadida al cultivo llega integramente, sin
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variacion, a la misma, asi mismo es un medio que no se degrada y presenta un drenaje idéneo dado

que no compacta.

Respecto a los resultados obtenidos para la mezcla de PMP es un sustrato con efectos de salinidad
muy bajos (CE) de 0.1 dSm™, como mencionan Sanchez et al. (2008) una alta concentracion de N
de 1 g/kg, bajo en P con 4 ppm, muy bajo en K con 3 ppm, limitado en Ca con 3 ppm, una alta
retenciéon de humedad de 60 %. La fibra de coco presenté una concentracion media de N, alto
contenido de P, muy alto en K, ligeramente alto en Ca y Mg resultados similares reportados por

Pardo y Pardo (2008).

La mezcla de arena de rio y tezontle, con efectos de salinidad casi nulos (CE), por tener un origen
mineral presenta muy pobre contenido de materia orgdnica en nutrimentos, tal como mencionan
Luna et al (2021) esta mezcla es extremadamente bajo en N y P, muy alta en K, ligeramente alta
en Ca y Mg. En cuanto a las caracteristicas fisicas de esta mezcla, presentd una alta densidad

aparente, porcentaje de retencion de agua del 43.3%.

Cuadro 1. Caracteristicas quimicas de los sustratos evaluados en el enraizamiento de esquejes

de arandano azul.

Caracteristicas quimicas

Sustrato CE (dSm™) N Total P K Ca Mg
PM 0.5 0.84 5.2 15 10 7
PMP 0.1 1 4 3 3 2
FC 3.9 0.51 20 594 19 25
FCP 3 0.34 121 713 58 42
AT 2.7 0.61 6.9 698 49 28

PM: Peat Moss Turba Rubia Sphagnum ®, PMP: mezcla de PM + perlita en relacion 2:1
(V/V), FC: fibra de coco comercial (Power Forteco), FCP: mezcla de FC + perlita en



Cuadro 2. Caracteristicas fisicas de los sustratos evaluados en el enraizamiento de

esquejes de arandano azul.

Caracteristicas fisicas

Densidad aparente Densidad real

Retencién de Porosidad de Porosidac

Sustrato

(g cm?) (g cm?) humedad (%) aire (%) (%)
PM 0.27 2.12 64.5 12.3 76.8
PMP 0.18 1.18 46.4 31.6 78
FC 0.24 2.18 58.2 13.5 1.7
FCP 0.21 2.45 51.7 26.5 58
AT 0.48 2.24 43.3 20.5 63.8

PM: Peat Moss Turba Rubia Sphagnum ®, PMP: mezcla de PM + perlita en relacion 2:1
(V/V), FC: fibra de coco comercial (Power Forteco), FCP: mezcla de FC + perlita en relacion
2:1 (VIV), AT: mezcla de arena de rio + tezontle en relacién 1:1 (V/V). Datos tomados de
Chavez-Gonzalez et al. (2023).

Efecto del Sustrato

La capacidad de enraizamiento de los esquejes provenientes de plantas de ericaceas esta
limitada, debido a que el arandano tiene requisitos de nutrientes mas bajos que la mayoria
de los cultivos y prospera en suelos acidos (pH de 4.5-5.5) con disponibilidad limitada de
nutrientes esenciales como nitrato-nitrégeno (NOs; -N), fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca)
y magnesio (Mg) (Braha y Rama, 2018). Al evaluar el efecto de la concentracién de 24-
EBL vy el tipo de sustrato por separado y la interaccién de los factores se encontraron
diferencias significativas (P=0.05) en las variables evaluadas en esquejes de arandano

(Vaccinium corymbosum) estos resultados se muestran en el Cuadro 3.
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En el porcentaje de supervivencia de esquejes. La mezcla de AT tuvo la media mas alta
de 48.88%, el PM presento la media mas baja de 16.84%, mientras que las mezclas de
PMP y FCP no presentaron diferencias significativas (P < 0.05), con estos resultados se
observé el efecto que tiene la perlita en la mezcla de sustratos, estos resultados son
similares a los estudios reportados por De Boodt y Verdonck, (1972) donde indican que
los valores de la porosidad de aireacion son mayores en la perlita con un 37.79 % es un
valor que es considerado favorable, en esta investigacion la mezcla de perlita y turba (Peat
moss ®) tuvieron una aireacion de 31.6 %.

Burés (1999) sefalo que un intervalo 6ptimo de porosidad de aireacién en un sustrato
debe variar entre 20 a 30 %, los valores por debajo de 20 % pueden causar problemas de
anoxia en las raices de las plantas efecto que tal vez se pudo presentar en los tratamientos
de PMy FC.

Por otro lado, los resultados obtenidos en la presente investigacion respaldan la idoneidad
del sustrato de fibra de coco para propagacion de arandano como lo reportaron Machado
et al., (2014) al estar mezclado con la perlita. Este sustrato no se recomienda utilizarlo al
100% debido a las caracteristicas quimicas de la fibra de coco, con altas concentraciones
de K, Na y CI, puede provocar estrés en las plantas y retrasar el enraizamiento tal como

indico Abad et al., (2002).
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Cuadro 3. Porcentaje de supervivencia (%SE), porcentaje de enraizamiento (%ER),

numero de raices (NR), longitud de raiz primaria (LRP), longitud total de raices (LTR)

esquejes de arandano azul

(V. corymbosum) variedad Biloxi

concentracion de brasinoesteroide y la interaccion de los factores.

por sustrato,

Tratamiento Variable

%SE % ER NR LRP (mm) LTR (mm)
Sustrato
PM 16.84 d 13.484 1.29¢ 272 4d 6.304
PMP 27.18¢ 25.08 2.64° 332 ¢ 6.57 d
FC 28.42¢ 21.74 ¢ 1.96 ¢ 3.79 ¢ 7.06¢
FCP 33.25¢b 26.52° 2.76°b 482 b 8.56 b
AT 48.88 @ 39.112 4292 6.06 @ 10.98 2
Brasindlido (ug L™ 24-EBL)
0 5114 4354 1.024 2.76 cd 7.154
20 19.75¢ 156.21¢ 294c¢ 3.90¢ 7.50¢
40 44.05° 36.12° 4.06° 5.25%b 8.05°
60 54.75 2 44322 6.36 2 7.652 8.89 2
Interaccion (sustrato*brasinélido)
PM * 0.0 10.97 ¢ 1.34 1.274 1.09¢ 3.914
PM * 20 13.25¢ 14.38 9 1.984 261°b 6.21°¢
PM * 40 23.75¢b 19.00 be 2.96 be 2.81b 6.44 ¢
PM * 60 28.51°b 23.18 be 2.73¢ 297° 6.67 ¢
PMP * 0.0 2.80¢ 2244 1.924d 1.19¢ 433¢
PMP * 20 15.50 ° 12.4 d 2.97 be 3.50b 6.09 ¢
PMP * 40 40.39° 32.32° 2.98b¢ 4.09°b 7.15¢
PMP * 60 50.00 ® 40.44° 3.4° 440 7.75 be
FC * 0.0 4.00¢ 4.034 1.134 117 ¢ 3.74 4
FC* 20 15.80 ¢° 13.06 9 3.06° 3.21°b 6.91°¢
FC* 40 42.30° 38.58 P 3.14° 341° 713¢
FC * 60 52.60 44.66 © 3.22°b 3.51°P 7.47 be
FCP* 0.0 7.00¢ 5.28 d 1.164 1.67°¢ 8.24b
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FCP * 20 18.20 be 14.56 ¢ 3.26° 4.71°b 8.41°b

FCP * 40 50.10 ® 40.08 ® 3.99°b 491° 8.63°b
FCP * 60 57.70 ° 56.16 2 3.77°b 6.012 8.97°b
AT *0.0 11.10¢ 8.92¢ 1.874 1.31¢ 6.56 ¢
AT * 20 36.00 ° 28.8b 3.56°b 5.502b 8.86°
AT * 40 63.21° 50.96 @ 3.79b 6.052 10.91 &
AT * 60 84.57 2 67.76 @ 4892 7.392 11.59 2
Significancia

Sustrato 0.003 * 0.021 * 0.015 * 0.002 * 0.001 *
24-EBL 0.029 * 0.042 * 0.013 * 0.009 * 0.003 *
Interaccion

Sustrato X 24-EBL 0.001* 0.040 * 0.025* 0.005 * 0.008 *

Sustratos: Peat Moss Turba Rubia Sphagnum ® (PM), mezcla de Peat Moss Turba Rubia
Sphagnum ® y perlita en re lacion 2:1 (V/V) (PMP), fibra de coco comercial (Power Forteco) (FC),
una mezcla de fibra de coco comercial (Power Forteco) y de perlita en relacion 2:1 (V/V) (FCP) y
una mezcla de arena de rio y tezontle en relacion 1:1 (V/V) (AT). 24-EBL= 24 epibrasinolide. Tukey
utilizado para comparar las diferencias en las medias; significancia en p=0.05. NS, no significativo,
* significativo. Las medias en la misma columna seguida de la misma letra de superindice no son
significativamente diferentes. Datos tomados de Chavez-Gonzalez et al. (2023).

El efecto de la interaccion de los factores en el enraizamiento de esquejes se observo al
dia 30, la mayoria de los trabajos reportaron que el enraizamiento de los esquejes de
arandano se presenta en un tiempo de 55 a 60 dias, con un porcentaje de éxito de 40 a
52% (Castro y Guzman, 2013). Pego et al., (2019) reportaron que algunas especies de
ericacea enraizan mejor en mezcla de turba y arena rio, sin embargo, con los resultados
obtenidos en el presente trabajo, la mezcla de arena de rio y tezontle presento buenas
propiedades fisicoquimicas para el enraizamiento de arandano, esta mezcla mantiene una

ventilacion adecuada en el entorno de enraizamiento.

Efecto del brasinoesteroide 24-EBL
Cuando se analizo el efecto del 24-EBL, sobre el porcentaje de supervivencia de esquejes,
se observo un efecto significativo de este factor dependiendo de la concentracién, cuando

los esquejes se trataron a 60 ug L' esta variable fue de 54.75% mientras que con 0 ug L'
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solo el 5.11%. Los tratamientos de AT con 20 y 40 ug L™ presentaron un 36% y 63.7%
respectivamente.

Respecto al porcentaje de esquejes enraizados y al numero de raices por esqueje, la
concentracion del brasindlido fue un factor significativo (P=0.042 y P=0.013
respectivamente). Cuando se utilizé una concentracion de 60 ug L™ 24- EBL el porcentaje
de enraizamiento fue del 67% en la mezcla AT, en esta misma mezcla con 40 pug L™
enraizaron 60% de los esquejes, mientras que con la concentracion de 20 ug L™ enraizé
el 28% de los esquejes y sin el brasindlido solamente enraizaron 8% (Cuadro 3).

Estos resultados son similares a los que presentaron Ahammed et al., (2017) en
Arabidodpsis donde se observo el efecto de los brasinélidos como productos bioactivos
que potencializan e inducen mecanismos fisioldgicos tempranos gracias a receptores
intermembrana denominados BRASSINOSTEROID INSENSITIVE1 (BRI1), BRI1-LIKE 1
(BRL1) y BRL3. El BRI1 se une a brasinolida (BL), la forma mas activa de brasindlidos y
conlleva a la activacion del receptor BRL1 mediada por ligando que da como resultado
eventos de transfosforilaciéon, que también involucran correceptores, como BRI1
ASSOCIATED KINASE1 (BAK1) (Ayub et al., 2020), nuestros resultados indican que los
esquejes de arandano azul variedad Biloxi, tienen estos receptores y que al estar en
presencia de 24-EBL, estos se activan desencadenando cascadas de sefializaciones que
inducen la formacion de tejido radicular. Se observd que la concentracion de 24-EBL y el
numero de raices presentan una relacion directa, a mayor concentracion de 24-EBL el
numero y la longitud de raices aumenta (Cuadro 3). Se sabe que la aplicacién exégena de
diferentes analogos de brasindlidos se emplea para el mejoramiento de la germinacion de
semillas e inducir la promocién del crecimiento de hipocotilos, cotiledones, laminas de las
hojas, elongacion de raiz principal y laterales (Hussain et al., 2020), sin embargo, hasta el
momento no se habian utilizado como agentes inductores de raices en esquejes de
arandano
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Figura 1. A) Porcentaje de esquejes enraizados y B) longitud de raiz principal (LRP) de arandano azul,

propagados en distintos sustratos y tratados con 24-EBL.

Sustratos: Peat Moss Turba Rubia Sphagnum ® (PM), mezcla de Peat Moss Turba Rubia
Sphagnum ® y perlita en relacién 2:1 (PMP), fibra de coco ¢ (Power Forteco) (FC), mezcla
de fibra de coco (Power Forteco) y de perlita en relacién 2:1 (FCP) y una mezcla de arena
de rio y tezontle en relacion 1:1 (V/V) (AT). Columnas con diferentes letras indican
diferencias significativas (Tukey P < 0.05). Medias + error estandar. Datos tomados de

Chavez-Gonzalez et al. (2023).
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La combinacién de la concentracion de 40 ug L™ con los sustratos FCP y FC no
presentaron diferencias significativas. A una concentracion de 20 ug L™ los sustratos FC,
PM, FCP y PMP no presentaron diferencias significativas y mostraron valores del 50% al
34% menos con respecto al tratamiento de AT. (Figuras 1 A, B).

Mouchel et al. (2006) mencionan que existe un sinergismo entre los brasinolidos exégenos
y otras fitohormonas de las plantas tales como las auxinas y el ABA (acido abscisico) que
son las encargadas de la induccidén de raices primarias. Especificamente el 24-EBL
también regula el desarrollo de la raiz a través de una interaccion con auxina de manera
dependiente de la dosis (Sun et al., 2020).

En este estudio, se determind que Biloxi enraiza bien en sustrato de arena de rio y tezontle
(80%), es aceptable en mezclas de fibra de coco y perlita (50%), en turba (Peat most) y
perlita (52%). Para propagacion por esquejes de arandano azul, no se recomienda la
utilizacion de sustratos como la turba (Peat Moss) y la fibra de coco al 100%, se
recomienda utilizarlos en mezcla con perlita o arena de rio.

El enraizamiento de arandanos se realiza comunmente en condiciones in vitro utilizando
auxinas como inductor de raices (Hung y Trueman, 2012). La presencia de 24-EBL resulto
eficaz para la formacion de raices en esquejes de arandanos azul como se mostro en la
investigacion actual, utilizar un sustrato alternativo a los que se manejan frecuentemente
para la propagacion, disminuye costo mediante el enraizamiento directo de esquejes en
condiciones no asépticas utilizando sustratos comerciales y soluciones de brasindlidos a

bajas concentraciones.
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CONCLUSIONES

La combinaciéon de arena de rio y tezontle con 60 ug L™ del brasindlidos resulto ser el
tratamiento con el mayor porcentaje de esquejes enraizados, numero de raices y longitud
de raices.

El uso de brasindlido 24-EBL es una buena herramienta biotecnolégica para la induccién

del sistema radicular en arandano azul (Vaccinuym corymbosum) variedad Biloxi.
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Capitulo 3

Aspersion de 24-Epibrasindlido en plantas de arandano
(Vaccinium corymbosum L.) cultivadas con baja y alta

disponibilidad de Nitrégeno
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Aspersion de 24-Epibrasinélido en plantas de arandano (Vaccionium

corymbosum) cultivadas con baja y alta disponibilidad de Nitrégeno

RESUMEN

El arandano es un cultivo altamente rentable, principalmente por su sabor, contenido de
nutrientes, de antioxidantes y otros valiosos compuestos fitoquimicos que lo hacen atractivo
al consumidor. El-consumo La ingesta de esta fruta exhibe efectos protectores contra
trastornos vasculares y problemas inflamatorios. En la horticultura regularmente se utiliza
la aplicacion foliar de reguladores del crecimiento, para mejorar algunos atributos de calidad
e incrementar la produccion y la calidad del fruto. Entre estos reguladores destacan los
Brasinoesteroides que son una clase de fitohormona que han mostrado una amplia gama
de efectos sobre diferentes parametros de crecimiento y desarrollo de las plantas. En el
presente trabajo se realizd un experimento bifactorial, en plantas de arandano cultivadas
en hidroponia, para evaluar el efecto de la aspersion foliar al inicio de la floracién, de 24-
Epibrassinolide (24-EBL) en cuatro concentraciones (0.00 yM, 0.10 yM, 0.15 uM y 0.20 uM)
y el fertirriego con dos concentraciones de Nitrégeno (N) (amoniacal) en la solucion nutritiva:
6.0 mM y 0.6 mM, La combinacién de los niveles de los factores estudiados produjo ocho
tratamientos, los cuales fueron repetidos cuatro veces generando 32 unidades
experimentales (UE). Las UE se integraron con cuatro plantas cada una y se distribuyeron
de forma completamente aleatoria. Las variables evaluadas fueron: la altura de la planta; el
area foliar; la biomasa y el contenido de N en hojas, tallos y raices; el intercambio gaseoso
en hojas; asi como el contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante en
extractos de hojas. Los datos obtenidos fueron procesados mediante analisis de varianza
de dos vias y pruebas de comparacion de medias con el método de Tukey, ambos con un

P<0.05. Los resultados mostraron que los factores estudiados, asi como la interaccion de
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estos produjeron efectos estadisticamente significativos sobre las variables evaluadas. En
conclusion, la aplicacion foliar de 24-EBL incrementd el crecimiento, el area foliar y la
acumulacion de biomasa de las plantas, asi el intercambio de gases y el contenido de
compuestos fendlicos de las hojas. Este efecto se observd en las plantas que fueron
fertirrigadas con la solucién nutritiva a 6.0 mM de N, pero en las que recibieron la solucién

de riego con 0.6 mM de N.

Palabras claves: 24-Epibrasinolido, Arandano, Nitrégeno, Hidroponia, Fertirriego.

INTRODUCCION

Los arandanos (Vaccinium corymbosum L.) son arbustos altos originarios de norte América
(Osorio et al., 2020), en recientes fechas su cultivo se esta desarrollando de forma
exponencial en Meéxico, principalmente en regiones de Jalisco y Michoacan, con
rendimientos que llegan a 37 toneladas por afo (SADER, 2022). Segun la FAO, Estados
Unidos y Canada tienen la mayor participacién (33.19%) en la produccién mundial de
arandanos, seguida de Chile (27,5 %), México (25.1%) y Peru (18 %) (FAOSTAT 2022).
Este arbusto produce bayas casi esféricas, de color azul obscuro y de sabor agradable para
el consumidor (Strik et al., 2019). Se ha reportado que tanto las hojas como los frutos de
esta planta, posen un alto contenido de importantes compuestos fitoquimicos con actividad
antioxidante, entre estos destacan los acidos fendlicos, las antocianinas y algunos
flavonoides (Pervin et al., 2013). La sintesis de estos compuestos esta ligada a condiciones
ambientales que podrian inducir un estado de estrés a la planta, como la nutricidn del cultivo
(Bryla et al., 2015). En términos agronomicos, el nitrégeno (N) es el nutriente mas
importante para mantener el crecimiento vegetativo de la planta, el desarrollo de frutos, la
induccién y la diferenciacion de botones florales (Berezina et al., 2017). La fertilizacion

nitrogenada, especialmente con N amoniacal (NHs*), durante los primeros afios de
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desarrollo de este cultivo, aumenta la concentracién de N en las hojas, promueve la
formacion de un tallo primario robusto y permite altos rendimientos de fruto (Yanez et al.,
2015). Este nutrimento es un constituyente del aparato fotosintético, del metabolismo para
la sintesis de enzimas, proteinas y pigmentos en hojas y frutos; su deficiencia o exceso
puede afectar negativamente en el metabolismo primario y secundario de la planta
(Arrington et al., 2017). Cuando se inducen estadios de crecimiento con deficia de N dan
como resultado una disminucién del contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila y
carotenoides), lo que reduce el rendimiento fotosintético, particularmente la asimilacion de
CO; (Percival, D. y Sanderson, K., 2005). Cabe sefialar que la disponibilidad de N también
puede afectar la biosintesis de algunos aminoacidos aromaticos como la fenilalanina, la
tirosina y el triptéfano, que son sustratos para la sintesis de compuestos fendlicos, que
pueden participar en respuestas antioxidantes. Las plantas que crecen con un alto
suministro de N generalmente tienen niveles reducidos de compuestos fendlicos, ya que el
N disponible se dirige hacia la sintesis de aminoacidos y proteinas. Por el contrario, las
plantas que crecen en condiciones de deficiencia de este elemento presentan una mayor
asignacion de recursos de carbono hacia la produccion de compuestos fendlicos (Merhaut,

D—J5 y Darnell, R—51996).

Por otro lado, se sabe que la aplicacion de fitohormonas induce cambios en la regulacion
de diferentes procesos bioquimicos a nivel celular en las plantas y puede estimular el
crecimiento, la produccion y la calidad de los frutos; asi como la absorcion y el uso eficiente
del N, en algunos cultivos horticolas como arandano (Ali et al., 2017). Entre las fitohormonas
conocidas hasta el momento destacan los Brasinoesteriodes (BR), considerados como el
sexto grupo importante de fitohormonas, que se consideran esenciales para el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Zheng et al., 2018). Estos compuestos, derivados de

oxiesteroides, participan en la induccion de mecanismos de defensa contra diversos
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estreses bidticos y abidticos, como el estrés hidrico, estrés térmico, estrés oxidativo y estrés
por alta salinidad (Yue et al., 2019). Ademas, los BR son fitohormonas no téxicas que actuan
junto con otras fitohormonas como las auxinas, el acido jasmonico, el acido abscisico, el
acido salicilico, las citoquininas, el etileno, las giberelinas y las poliaminas para regular
varios procesos fisioldgicos y actividades de desarrollo en las plantas (Vidya et al. 2017).
Desde su descubrimiento en la década de los 70s y hasta el momento se han aislado mas
de 70 BR de diferentes especies de plantas, de las cuales, solo tres, la Brasinolida (BL), la
24-epibrassinolide (24-EBL) y la 28-homobrassinolide (28-HBR) son los que han
presentado formas activas y se han utilizan ampliamente en estudios fisiologicos en

diferentes plantas horticolas (Dos Santos et al., 2020).

Se ha informado que los BR tienen un efecto directo sobre algunos procesos fisioldgicos
cuando hay privacion o baja disponibilidad de algun nutriente como el N (Gupta et al., 2017).
Sin embargo, no se conoce el efecto de 24-EBL sobre el crecimiento, la fisiologia y la
concentracion de compuestos fitoquimicos en hojas de arandano bajo estrés por baja
disponibilidad de N. Por lo tanto, este experimento se enfoca en el estudio del efecto de la
aplicacién foliar de diferentes concentraciones de 24-EBL sobre el crecimiento de la planta,
algunos parametros fisiolégicos y el contenido quimico de hojas de plantas de arandano
cultivadas en sistema hidropénico, nutridas con dos concentraciones de N en forma

amoniacal, administrado por fertirriego.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento

Del 4 de enero del 2019 a 4 agosto del 2020 se instalé un experimento en un invernadero
tipo techumbre curva, cubierto con plastico blanco lechoso de calibre 720, que proporciona

un 30% de sombra y permite una temperatura al interior de 27 °C en promedio durante el
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dia y una humedad relativa del 47%. El invernadero estd ubicado en Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF), de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo (UMSNH), en el kilbmetro 9.5 de la Carretera Morelia Zinapécuaro, CP.
58880, en Tarimbaro, Michoacan. Con coordenadas geograficas: 19.7681622-101.1513041

y elevacién 1860 m.

Material vegetal

Se usaron plantas de arandano azul (V. corymbosum L.) variedad Biloxi de 6 meses de
edad, provenientes del invernadero comercial Marpa ©. Las plantas se homogenizaron
dejando un solo tallo de 15 cm con cinco yemas y se trasplantaron a un sistema hidropénico.
Se establecieron en contenedores plasticos con 20 L de capacidad, en un sustrato

compuesto por una mezcla de arena de rio y tezontle en relacion (2:1 V/V).

El experimento se establecié usando un diseno bifactorial y los factores estudiados fueron:
Concentracion de N en la solucion de riego, con dos niveles: 6.0 mM y 0.6 mM; y la
aplicacion foliar de 24-EBL a cuatro concentraciones: 0.0 yM, 0.10 pM, 0.15 uM y 0.20 uM.
La combinacion de estos factores origind 8 tratamientos, los cuales fueron repetidos 4
veces, generando 32 unidades experimentales (UE). Las UE se integraron 4 plantas cada

una y de distribuyeron de forma completamente aleatoria.

Fertirriego

Las plantas se mantuvieron irrigadas con un sistema de riego automatico por goteo que
consistié en dos depédsitos con capacidad de 700 L y bombas eléctricas de 1/2 hp (IUSA
MODELO: 616289). Las soluciones se suministraron utilizando mangueras de 16 mm y

goteros de 8 Lph (litros por hora). El riego se realizé con pulsos de cuatro minutos cada 12
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horas (a las 8:30 y 20:30 hrs), con un gasto real de 0.5 L por planta por riego, con un gasto
de 1.0 L de solucion nutritiva por planta por dia. Se utilizaron dos soluciones nutritivas
completas y ambas tenian: N en forma de NH4*, CE de 1.8 mS cm™ y pH ajustado a 4.5 -
5.0 con acido sulfurico (14 N), una carga idnica total de 16 Meq™, 1.0 Meq™ de H.PO.* y
una proporcion de K* Ca™ Mg* de 25%, 50% y 25% respectivamente, se modificd la
proporcion de aniones en funcion de los tratamientos aplicados. La concentracion de
microelementos fue la siguiente: H3BOs3, 42.0 yM; CuS04.5H,0, 1.0 yM; Fe-EDTA, 15.0 uM;
MnSO4.H20, 23.0 yM; (NH4)sM07024.4H,0, 0.3 uyM y ZnS0O4.7H-0, 6.0 uM. Las condiciones

de fertirriego se mantuvieron durante todo el experimento (550 dias).

Preparacion y aplicacion de las soluciones de 24-EBL

Para la preparacién de la solucién madre de 24-EBL, se disolvieron 10 mg (4.87 mM) de
24-EBL (85% de pureza, Sigma Aldrich) en una solucién tensoactiva que contenia 0.01 L
de etanol al 96% y 0.01 L de monolaurato polioxietilensorbato (Tween 20) al 0.1% (v/v), una
vez disuelto el soluto, la solucién se aforé con agua destilada a volumen de 1 L. Las
soluciones de trabajo se prepararon a partir de la solucidon madre a cuatro concentraciones
a 0.10 yM, 0.15 pM, 0.20 pM, y para la solucién a 0.0 uM se preparé una solucién con 0.01
L de etanol al 96% y 0.01 L de monolaurato polioxietilensorbato (Tween 20) al 0.1 % (v/v),
la solucion se aford a 1 L con agua destilada (la solucion 0.0 uM no contenia soluto). Estas
soluciones se almacenaron en refrigeracion de 2 °C a 4 °C, en botellas de vidrio color ambar

que se forraron con papel aluminio para proteger la solucion de la luz.

A los 7 dias después de iniciada la etapa de la segunda floracion, 150 dias después de

establecido el experimento (DDE, el dia uno del experimento corresponde al inicio de los

tratamientos nutritivos en el fertirriego, con las soluciones a 0.6 mM y 6.0 mM de N), las
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plantas fueron asperjadas con 0.015 L de soluciéon de 24-EBL a 0.00 pM, 0.10 uM, 0.15uM,
0.20uM, de acuerdo al tratamiento correspondiente. La aspersion de brasinoesteroide se

repitié en cada floracién durante todo el experimento (total 8 aplicaciones).
Variables evaluadas
Muestreos no destructivos:
Se realizaron mediciones no destructivas, con una frecuencia de 15 dias para determinar:

Altura de la planta, se utilizé con un flexémetro (Truper, modelo: FH-3M) a partir de donde

se identifico la primera yema vegetativa viable, hasta el apice de la planta,

¢ Numero de hojas por tallo.

e Numero de tallos por planta.

¢ Numero de flores por tallo.
Intercambio gaseoso. Se midi6 la tasa de asimilacion neta de CO; (Pn), la concentracion
de CO3 (Ci), la conductancia estomatica (Gs), la tasa de transpiracion (E) con un sistema
de fotosintesis portatil (Li-6400; LI-COR Inc. EEUU). De cada planta de las diferentes
unidades experimentales, se selecciond al azar una hoja madura completamente expandida
para realizar mediciones de intercambio de gases en la hoja (Pn, Ci, Gs y E), a
concentracion de 400 ymol mol ' de CO, y saturacion de luz a 1000 ymol m?s™. La
medicion se realizé 24 h antes y después de la aplicacion del brasinoesteroide, dentro del

invernadero en el horario entre las 7-9 am.

Muestreos destructivos:
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Se realizo un muestreo destructivo en los dias 180, 240, 300 y 360 DDE, para estos
muestreos se tomod una planta al azar de cada unidad experimental para medir las

siguientes variables:

Area Foliar: Se determiné en una planta de cada unidad experimental que seleccioné para
nuestro destructivo y se midié en un planimetro electrénico digital (Li-cor21 2001, LICOR,

Licoan NE).

Biomasa de tejido vegetal: se tomo6 una planta de cada unidad experimental y se retiré de
la maceta se limpio el sustrato de las raices y posteriormente se segmentaron los diferentes
organos de las de la planta colocando en bolsas de papel hojas, tallos y raices. El material
vegetal se peso en fresco y se seleccionaron muestras de hoja frescas para realizar la
extraccién de compuestos fitoquimicos y pigmentos esta muestra se reservd para su
posterior analisis, el resto del material se secd en un horno a 65 °C durante 48 horas, la
biomasa se pes6 en una balanza electrénica de precision (Mettler Toledo, PR8002). Para
determinar la biomasa seca total, se realizé una correccion para estimar la masa del

material que se proceso en fresco y se considerd todo el material vegetal.

Contenido de N: Se tomaron 5 gr de muestra de tejido vegetal seco de cada 6rgano de la
planta, hojas, tallos y raices, posteriormente se analizé por el método Kjeldahl descrito por

Sadzawka et al. (2004).

El contenido de clorofilas a y B: Se seleccion6é una muestra de hojas frescas y se preparo
un extracto con DMSO al 80% como solvente, el calculo de clorofila se realizé utilizando las
férmulas de Holm y Wettstein segun el método descrito por Ronen Ry Galun M (1984). La
clorofila se midié por método espectrofotométrico (Perkin Elmer Lambda 25 UV/Visible),

con la absorbancia a 440.5, 644 y 662 nm.
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Para la determinacién de compuestos fitoquimicos y actividad antioxidante, se obtuvo un
extracto de hojas, se tomd una cantidad de 5 g de muestra de hojas frescas, que se
liofilizaron en un equipo liofilizador Labconco™ FreeZone™ -105°C 4.5L Benchtop Freeze
Dry Systems, posteriormente se realizé una molienda con nitrégeno liquido, la muestra se
mezclé con 5 ml de etanol al 70% v/ v en agua. La mezcla se expuso durante 1 min en el
vortice (Heidolph Reax top) y 30 min en un bafo ultrasonico a 20 °C. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron durante 15 min a 10.000 rpm. El sobrenadante se filtr6 mediante
un filtro de nailon (Chromafil Xtra PA-45/13, Macherey-Nagel, Diren, Alemania) y se

almaceno a temperatura de congelacién (=70 °C) hasta su posterior analisis.

Determinacion de fenoles totales en hojas. El contenido total de compuestos fendlicos de
los extractos de hojas se determind utilizando el método descrito por Singleton y Rossi,
(1965). Se afadi6 reactivo de Folin-Ciocalteu (100 pl) y carbonato de sodio saturado (200
pI) a un volumen de 100 pl del extracto. Se agregaron 1.5 mL de agua destilada y se mezclo
completamente. La mezcla se colocé en la oscuridad durante 35 min a temperatura
ambiente y luego se centrifugd a 4000 rpm durante 10 min. La absorbancia se leyé a 725
nm en un espectrofotémetro (Perkin ElImer Lambda 25 UV/Visible). El contenido fendlico
total se midi6 usando &cido galico como estandar y se registr6 en miligramos de

equivalentes de acido galico por gramo de hojas.

Determinacion de Flavonoides Totales. El contenido total de flavonoides se midi6 utilizando
el método propuesto por Zhishen et al. (1999). Se afadié 500 pl de extracto y solucion
estandar de catequina a 2 ml de agua destilada y 150 pl de nitrito de sodio al 5 % (peso/vol).
Después de 5 min se afnadieron 150 ul de cloruro de aluminio (AICI3) al 10 % (peso/vol),
seguidos de 1 ml de solucién de hidréxido de sodio 1 M. La mezcla se diluyd con la adicion
de 1.2 ml de agua destilada y la absorbancia de la mezcla (cuando viro a color rosa) se

determiné a 510 nm en un espectrofotémetro (Perkin ElImer Lambda 25 UV/Visible). La
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concentracién de flavonoides totales de las hojas se expresé en miligramos de equivalentes

de catequina por gramo de hojas.

Determinacién del contenido de Taninos condensados (Proantocianidina). El contenido de
taninos condensados se determiné utilizando el método de vainillina descrito por Butler et
al, (1982). Se anadio reactivo de vainillina-HCl al 0.5 % (2.5 ml) a 0.5 ml de extracto diluido
y solucion estandar de catequina, se mezclé completamente y se incub6 a 30 °C en la
oscuridad durante 20 min. La absorbancia se leyé a 500 nm. El contenido de taninos
condensados se expreso en miligramos de equivalentes de catequina por gramo de peso

seco de hojas.

Actividad antioxidante de extracto de hojas. Esta variable se evalu6é usando dos métodos,

el método ABTS y el método DPPH, los cuales se describen a continuacion.

El método ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) se basa en la
desactivacion del catién radical antioxidante ABTS+, que se mide por la disminucion de la
absorbancia a 734 nm. El método ABTS El método se realizé segun lo descrito por Re et al
(1999). La absorbancia se ley6é a 734 nm en un espectrofotdmetro (Perkin Elmer Lambda
25 UV/Visible), 7 minutos después de la adicion del extracto. La actividad antioxidante total
de las hojas, se expresé en uMol.100 g de TEAC (capacidad antioxidante equivalente a
Trolox). El radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) es uno de los pocos compuestos
nitrogenados organicos estables y comercialmente disponibles. El método se basa en la
desactivacion del radical DPPH por compuestos con propiedades antioxidantes presentes
en extractos de frutas y esta desactivacion se monitoriza a 515 nm en un espectrofotometro
(Perkin Elmer Lambda 25 UV/Visible). EI método DPPH se llevé a cabo segun lo descrito
por Kim et al. (2002). Se evalué la disminucion de la absorbancia del radical DPPH 100 uM

(2.9 mL) disuelto en metanol al 80% a 515 nm en un espectrofotdmetro (Perkin Elmer
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Lambda 25 UV/Visible), 30 minutos después de la adicion de cada extracto. La actividad

antioxidante total de las hojas, también se expresé en uMol.100 g-1 de TEAC.

Analisis estadistico

Todas las determinaciones quimicas se realizaron por triplicado y los resultados fueron
expresado como valores medios y error estandar (SE). Los resultados obtenidos se
analizaron utilizando ANOVA de dos vias seguido de Tukey, basada en un nivel de
confianza del 95% (P< 0.05), con el Software SPSS V.26 (SPSS-IBM, Orchard Road-

Armonk, Nueva York).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos muestran que la concentracion de N en la solucion de fertirriego
generd efectos estadisticamente significativos (P< 0.05) en las variables asociadas al
crecimiento de la planta: altura de la planta, area foliar, nimero de tallo por planta, nimero
de hojas por tallo, numero de flores por tallo y biomasa total, en todas las fechas de
muestreo. Las plantas que recibieron soluciones de riego con la concentracion mas alta de
N (6.0 mM) mostrando valores mayores desde la primera fecha de muestreo, en las
variables antes mencionadas, por lo que es evidente que las plantas fertirrigadas con
soluciones nutritivas con 0.6 mM de N se encontraban en un estado de estrés por restricciéon
de este elemento (Tabla 1). El efecto de la concentracién de N en la solucién de riego
genero efectos estadisticamente significativos (P<0.05) sobre la proporcién de la biomasa
de las hojas y de las raices. En el primer caso este efecto se presentd en las ultimas dos
fechas de muestreo, en las cuales se observo un incremento en la proporcion de la biomasa
foliar en las plantas irrigadas con 6.0 mM de N en la solucién nutritiva. Inversamente, la
proporcion de la biomasa de las raices mostré un incremento en las dos primeras fechas

de muestreo en las plantas que recibieron las soluciones nutritivas con 0.6 mM de N (Tabla
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1). La proporcion de la biomasa de los tallos no present6 ningun efecto de la concentracion
de N en la solucion de riego, en ninguna fecha de muestreo. La aspersion foliar de 24-EBL
también produjo efectos estadisticamente significativos (P<0.05) en las variables: altura de
la planta, area foliar, numero de tallos por planta, nimero de hojas por tallo, niumero de
flores por tallo y biomasa total, en todas las fechas de muestreo. Las plantas que recibieron
24-EBL presentaron valores mayores en las variables antes mencionadas que las que no
lo recibieron. En todas estas variables y fechas de muestreo la aspersion foliar 24-EBL a la
concentraciéon de 0.20 uM generd los mayores valores (Tabla 1). Los resultados mostraron
que la interaccién de ambos factores fue significativa (P< 0.05) en las cuatro fechas de
muestreo para las variables altura de la planta y area foliar, asi como en las tres ultimas
fechas de muestreo para las variables numero de tallos por planta, numero de hojas por
tallo, numero de flores por tallo y biomasa total; lo que significa que en estas variables y
fechas de muestreo el efecto de la aplicacion del 24-EBL depende de la nutricion
nitrogenada de la planta, es decir de los tratamientos de fertirriego con 6.0 mM o 0.6 mM
de N en la solucion nutritiva. Los valores mas altos en estas variables se observaron en las
plantas del tratamiento N 6.0 mM + 0.20 uM de 24-EBL, en los diferentes muestreos
realizados. Ademas, no se observaron efectos significativos en la interaccion de los factores
estudiados, sobre la proporcién de la biomasa de los 6rganos de la planta, en ninguna de

las fechas de muestreo.

La concentracion de N en la solucidon nutritiva produjo efectos estadisticamente
significativos (P< 0.05) sobre la acumulacién de N en la biomasa de la planta. Las raices,
los tallos, las hojas y consecuentemente la planta entera, presentaron un mayor contenido
de N en el tratamiento de 6.0 mM de N en la solucién de riego, en todas las fechas de
muestreo. De igual forma, la aspersion foliar de 24-EBL incrementé significativamente (P<

0.05) la acumulacion de N en la biomasa de la planta en todas las fechas de muestreo. La
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materia seca de las raices, los tallos, las hojas y la planta entera presentaron un mayor
contenido de N cuando recibieron la aspersién de 24-EBL y los valores mas altos se
observaron en las plantas asperjadas con la concentracion de 0.20 uM de 24-EBL. La
interaccion de la concentracion de N en la solucion de riego y la aspersion con 24-EBL
resultd estadisticamente significativa sobre el contenido de N en los érganos de la planta y
la planta entera, en las tres ultimas fechas de muestreo (P<0.05), lo que significa que, en
estas fechas de muestreo, el efecto de la aplicacion del 24-EBL en la biomasa vegetal
depende de la nutricion nitrogenada de la planta. El tratamiento que presentd la mayor

acumulacion de N en la biomasa fue 0.20 uM de 24-EBL + 6.0 mM de N (Tabla 2).

El analisis de los resultados asociados al intercambio gaseoso muestra que los dos factores
estudiados: la concentracion de N en la solucion de riego y la aspersion foliar de 24-EBL,
generaron efectos estadisticamente significativos (P< 0.05) sobre la fotosintesis, la
transpiracion y la conductancia estomatica en todas las fechas de muestreo. Las plantas
que recibieron soluciones nutritivas con 6.0 mM de N presentaron valores superiores en
estas variables, comparadas con las que fueron irrigadas con soluciones con 0.6 mM de N.
De igual forma, las plantas que recibieron la aspersion foliar con 24-EBL incrementaron los
valores de estas variables. Especificamente, las plantas que fueron asperjadas con la
concentraciéon de 0.20 uM de 24-EBL fueron las que presentaron los valores mas altos en
las tres variables. Al analizar la interaccién de la concentracion de N en la solucién de riego
y la concentracion de 24-EBL en la solucion de aspersion, se observan efectos
estadisticamente significativos en las tres variables y en la mayoria de las fechas de
muestreo. Estos resultados sugieren que el efecto de la aspersién foliar de 24-EBL sobre
el intercambio de gases depende de la nutricién nitrogenada de las plantas (Tabla 3). Los
valores mas altos de estas variables se observaron en las plantas que fueron cultivadas

con 6.0 mM de N en la solucién de riego y asperjadas con 0.20 uM de 24-EBL.
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La concentracion de N en la solucién de riego y la aspersion foliar de 24-EBL generaron
diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05) sobre los contenidos foliares de

clorofilas (a, By a+p), fenoles totales, flavonoides y taninos, asi como en la actividad
antioxidante (DPPH), en las hojas de arandano en la mayoria de las fechas de muestreo
(Tabla 4). En todas las fechas de muestreo, el contenido de clorofilas y de fenoles totales
fue superior en las hojas de las plantas irrigadas con soluciones nutritivas con 6.0 mM de
N. El mismo efecto se observé en el contenido de taninos y en la actividad antioxidante
(DPPH), con excepciones de la primera y la segunda fecha de muestreo, respectivamente,
en donde las plantas que recibieron 0.6 mM de N mostraron valores superiores. El contenido
de clorofilas, fenoles totales, taninos y la actividad antioxidante, también se incrementaron
en las plantas que fueron asperjadas con 24-EBL y las que recibieron 0.20 uM de esta
hormona presentaron los mayores valores en estas variables. La interaccion entre de la
concentraciéon de N en la solucion de riego y la aspersion foliar de 24-EBL fue
estadisticamente significativa (P<0.05) en estas variables, en todas las fechas de muestreo,
lo que sugiere que el efecto del 24-EBL depende de la nutricién nitrogenada de la planta.
Los mayores valores se observaron en las plantas del tratamiento de 6.0 mM de N en la
solucion de riego y aspersion de 24-EBL a 0.20 uM. Contrariamente a las variables
anteriores, en las cuatro fechas de muestreo, el contenido de flavonoides totales fue menor
en las hojas de las plantas que recibieron 6.0 mM de N; sin embargo, al igual que las
variables anteriores, el contenido de estas sustancias se incrementé con la aspersion foliar
de 24-EBL, mostrando los valores mas altos en las plantas que recibieron foliarmente 0.20
uM de esta hormona. La interaccion de la concertacion de N en la solucion nutritiva y la
aspersion de 24-EBL también fue estadisticamente significativa en todas las fechas de
muestreo, indicando que el efecto de la aspersion de 124-EBL depende de la condiciéon N

de las plantas. Los contenidos mas altos de flavonoides se observaron en las plantas
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irigadas con 06 mMM de N vy asperjadas con 020 uM de 24-EBL.

Tabla 1. Efecto de la concentracién de N en la soluciéon de riego y de la aspersion

foliar de 24-EBL sobre el crecimiento de plantas de arandano (V. corymbosum L.).

Altura planta  Area foliar Tallos Hojas Flores Biomasa seca
Cm cm? planta’! tallo™! tallo™! (g plata’)  hojas (%) tallos (%) raices (%)
180 dias
N o * o x o x NS NS *
0.6 mM 4522 ¢ 568 ¢ 244c 342c 31.89¢ 155.21b 30.32a 2040a 49.28 a
6.0 mM 75.72 a 14.87 b 19.13 ab 8.81b 69.46 b 42239a 2940 a 2471a 4590 b
24-EBL B N *x o x o B N *
24-EBL 0.00 pM 60.45b 10.21b 10.26 b 6.11b 50.67 b 330.80 ¢ 29.86 b 2255b 4759b
24-EBL 0.10 pM 75.80 a 16.21a 2164 a 9.65 ab 79.48 a 506.31b 30.53a 2384 a 4563 a
24-EBL 0.15 pM 8043 a 17.99 a 2163a 10.73 ab 7762 a 567.28 a 26.01a 2727 a 46.08 a
24-EBL 0.20 pM 85.34a 17.61a 2154 a 1292 a 76.28 a 575.53 a 32.55a 2155a 4595 a
N X 24-EBL * * NS NS NS NS NS NS NS
240 dias
N o N . x o wx NS NS *
0.6 mM 46.24 c 740 c 444 c 6.42 c 26.14 ¢ 167.21b 2430a 19.10a 56.60 a
6.0 mM 99.13 b 15.07 b 25.33b 10.81b 8261b 433.29a 31.83a 2743 a 40.75b
24-EBL B N . o x o N N *
24-EBL 0.00 pM 7267 c 11.21b 14.88 b 8.61 b 54.37b 300.25d 28.06 b 23.25b 48.68 b
24-EBL 0.10 pM 102.72 b 18.31a 29.64 a 12.92 ab 98.45a 498.45¢c 34.37 a 21.22a 44.01a
24-EBL 0.15 pM 102.91b 18.54 a 28.63a 1432 a 106.13 a 566.76 b 3840a 2021.a 4139 a
24-EBL 0.20 pM 111.64 a 18.75a 2854 a 14.98 a 111.02a 601.34 a 38.56 a 19.31a 4213 a
N X 24-EBL * * * * * * NS NS NS
300 dias
N o N N N B B x NS NS
0.6 mM 48.23d 7.88¢c 1242c 12.85¢c 28.19¢ 169.56 b 26.00 b 2440 a 49.60 a
6.0 mM 1127 ¢ 16.07 b 31.81b 19.83b 79.46 b 43362a 33.36a 2477 a 4187 a
24-EBL B N N wx *x . x B *
24-EBL 0.00 pM 80.45¢c 11.97 b 2211b 16.34 b 53.83b 301.59d 29.69 b 2458 a 4573 a
24-EBL 0.10 pM 128.83 b 18.83 a 41.65a 19.35a 103.81a 534.76 c 40.04 a 19.84b 40.12b
24-EBL 0.15 pM 130.42 ab 19.00 a 4373 a 19.71a 110.23 a 577.06 b 35.64 a 18.27b 46.09 a
24-EBL 0.20 pM 142.31a 2040a 4292 a 18.12a 11351a 620.30 a 37.55a 18.55b 43.95b
N X 24-EBL > * ** * * * NS NS NS
360 dias
N x N . B B wx B NS NS
0.6 mM 48.24 c 8.70c 13.14 c 842c 31.89¢ 147.68 b 24.00 b 2740a 48.60 a
6.0 mM 118.32 b 17.04 b 33.33b 15.81b 80.06 b 402.71 a 2917 a 2590 a 4493 a
24-EBL B * *x B B B x B *
24-EBL 0.00 pM 83.54 ¢ 12.87b 2317b 1211b 50.94 b 27598 ¢ 26.58 b 2458 a 46.76 a
24-EBL 0.10 pM 139.32 ab 19.83 a 4241 a 2165a 109.48 a 508.23 b 38.25a 19.77b 41.98b
24-EBL 0.15 pyM 145.12 ab 21.00a 4230 a 2273 a 114.62 a 521.22b 3820 a 19.35b 42.45b
24-EBL 0.20 pM 150.24 a 2231a 4212 a 2232a 116.28 a 609.35 a 38.23b 18.98 b 42.79b
N X 24-EBL * * ** * > * NS NS NS

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey (P<0.05). * = diferencia significativa, NS = diferencias no significativo.
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Tabla 2. Efecto de la concentracion de N en la soluciéon de riego y de la aspersion
foliar de 24-EBL sobre el contenido de N en los érganos de plantas de arandano (V.

corymbosum L.).

Contenido de N (mg)

Tallos Raices Hojas Planta
180 dias
N > > > *
0.6 mM 3.54b 0.335b 15.37b 20.76 b
6.0 mM 794 a 0.650 a 3271a 4283 a
24-EBL * * * *
24-EBL 0.0 uM 5.74b 0.49d 24.04b 31.79¢
24-EBL 0.10 pM 8.03a 0.77c 35.52 ab 46.10 b
24-EBL 0.15 yM 8.05a 0.84b 38.34a 49.27 a
24-EBL 0.20 uM 8.10a 0.89a 38.99 a 49.33 a
N X 24-EBL NS NS NS NS
240 dias
N > > > 3
0.6 mM 381b 0.34b 16.54 b 2227b
6.0 mM 799a 0.71a 40.31a 50.48 a
24-EBL * * * *
24-EBL 0.00 yM 590 b 0.52b 28.42b 36.37b
24-EBL 0.10 pM 792a 0.80a 49.22a 55.31a
24-EBL 0.15 uyM 767a 0.82a 51.94 a 55.18 a
24-EBL 0.20 yM 8.08 a 0.82a 50.23 a 54.76 a
N X 24-EBL * * * *
300 dias
N * * * >
0.6 mM 437b 0.40b 19.59 b 26.76 b
6.0 mM 8.32a 0.71a 4194 a 5214 a
24-EBL * * * *
24-EBL 0.0 uM 6.34b 0.55¢ 30.76 b 39.45b
24-EBL 0.10 pM 851a 0.79b 37.11a 48.03 a
24-EBL 0.15 uM 8.66 a 0.86 a 38.02a 50.39 a
24-EBL 0.20 pM 8.78a 0.88a 38.74 a 50.34 a
N X 24-EBL * * * *
360 dias
N * > > *
0.6 mM 4.14b 0.39b 20.15b 26.93b
6.0 mM 6.74 a 0.72a 36.74 a 47.09a
24-EBL * * * *
24-EBL 0.00 pM 5.44b 0.55¢ 28.44b 37.01b
24-EBL 0.10 uM 8.85a 0.81b 38.04 a 49.14 a
24-EBL 0.15 uyM 8.87a 0.87a 39.13a 50.60 a
24-EBL 0.20 uM 8.86a 0.88a 39.22a 48.41a
N X 24-EBL * * * *

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a la prueba de

Tukey (P<0.05). * = diferencia significativa, NS = diferencias no significativo.
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Tabla 3. Efecto de la concentracion de N en la soluciéon de riego y de la aspersién

foliar de 24-EBL sobre el

corymbosum L.).

intercambio

de gases en

plantas de arandano (V.

Fotosintesis
(umol COz:m2:s™1)

Conductancia
estomatica
(umol m?s™)

Transpiracion
(umol H20-m2-s*1)

180 dias
N * B B
0.6 mM 4.06 b 54.67b 1.13b
6.0 mM 9.21a 93.67 a 157 a
24-EBL * * *
24-EBL 0.00 pM 6.63 b 74.17b 1.35¢
24-EBL 0.10 pM 10.78 a 99.29 a 1.63b
24-EBL 0.15 pM 11.03 a 111.85a 1.86 b
24-EBL 0.20 pM 1229 a 125.78 a 227a
N X 24-EBL * NS *
240 dias
N * B B
0.6 mM 58a 65.67 b 09b
6.0 mM 7.18b 106.56 a 1.08 a
24-EBL * * *
24-EBL 0.00 pM 6.49 b 86.11b 099¢
24-EBL 0.10 pM 13.14 a 109.43 b 142b
24-EBL 0.15 pM 13.02a 115.67 b 149b
24-EBL 0.20 pM 11.77 a 132.67 a 1.77 a
N X 24-EBL * * *
300 dias
N * * *
0.6 mM 421b 65.67 b 0.63b
6.0 mM 6.81a 116.98 a 097 a
24-EBL * * *
24-EBL 0.00 pM 519b 9132 ¢ 0.80¢c
24-EBL 0.10 pM 8.06 a 130.22b 1.18b
24-EBL 0.15 pM 9.10a 160.78 a 1.36a
24-EBL 0.20 pM 9.16 a 163.44 a 141a
N X 24-EBL * * *
360 dias
N * B B
0.6 mM 9.60 b 72.89b 1.38a
6.0 mM 11.28 a 9544 a 0.93b
24-EBL * * *
24-EBL 0.00 pM 10.44 b 84.16 ¢ 1.15b
24-EBL 0.10 pM 14.06 a 109.83 b 1.31b
24-EBL 0.15 pM 15.21a 12149 a 1.89a
24-EBL 0.20 pM 156.73 a 122.31a 112a

N X 24-EBL

*

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a la prueba de

Tukey (P<0.05). * = diferencia significativa, NS = diferencias no significativo.
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Tabla 4. Efecto de la concentracion de N en la solucién de riego y de la aspersion
foliar de 24-EBL sobre el contenido de clorofilas, compuestos fendlicos y actividad

antioxidante en hojas de plantas de arandano (V. corymbosum L.).

Clorofila a Clorofilaf  Clorofilaa + 8 Fenoles totales Flavonoides totales Taninos DPPH
mg.g™ mg GAE g' FW CEg'FW mgCEg'FW  GAE mg.g'FW
180 dias
N > > > > * s >
0.6 mM 0.44b 1.13b 1.62b 26.99 b 11.87a 9.66 a 16.45b
6.0 mM 049a 117 a 2.03a 33.55a 10.14 b 524b 17.73 a
24-EBL > ¥ 0 ; ; > ¥
24-EBL 0.00 uM 046 b 1.15¢ 1.82¢ 30.27¢c 11.00 b 745b 17.09b
24-EBL 0.10 pM 0.72a 1.18b 226b 43.18b 20.69 a 9.14 a 2794 a
24-EBL 0.15 yM 0.79a 1.19b 227b 47.66 a 2252a 10.28 a 30.17 a
24-EBL 0.20 pM 0.81a 131a 264a 4748 a 23.13a 16.16 a 3041a
N X 24-EBL * * * * g * *
240 dias
N > > > > * > >
0.6 mM 041b 1.08 b 1.52b 27.55b 11.05a 4.59 b 2154 a
6.0 mM 057a 1.16a 203a 3157a 10.31b 511a 18.09b
24-EBL T ¥ ;) ;] T ¥ ¥
24-EBL 0.00 yM 0.49b 1.05¢ 1.77b 29.56 ¢ 10.90 ¢ 4.85b 19.81b
24-EBL 0.10 yM 074 a 1.23b 225a 40.69 b 20.68 b 6.22a 28.73 a
24-EBL 0.15 pM 0.78a 1.23b 227a 44.26 b 19.21b 6.39a 30.17 a
24-EBL 0.20 yM 0.81a 1.28a 223a 51.05a 28.69 a 6.29a 30.36a
N X 24-EBL T * B > x x *
300 dias
N T ;] B > P ;) ;]
0.6 mM 0.52b 1.11b 1.68 b 2568 b 10.98 a 4.85b 27.06 b
6.0 mM 0.55a 117 a 194 a 33.31a 10.57b 527a 28.01a
24-EBL n > > > > > >
24-EBL 0.0 yM 053¢ 1.14c 1.81d 29.49d 10.77 ¢ 5.06d 27.53b
24-EBL 0.10 yM 0.73b 1.24b 224c 4257 ¢ 18.29b 6.41c 31.99a
24-EBL 0.15 pM 0.83a 1.23b 235b 50.22b 23.18b 6.87b 33.36a
24-EBL 0.20 yM 0.88a 1.36a 249a 55.15a 26.72a 6.95a 33.53a
N X 24-EBL * * * * * > >
360 dias
N " > > > > > >
0.6 mM 045b 116 a 1.66 b 31.27b 14.75a 4.95b 27.04b
6.0 mM 0.56 a 1.19a 2.02a 3464 a 10.66 b 525a 28.07 a
24-EBL > > > > > > >
24-EBL 0.0 yM 0.50¢c 1.17b 1.84c 32.95d 12.65b 501b 27.55b
24-EBL 0.10 pM 0.70b 124 a 236b 39.21¢ 2249 a 6.26 a 29.04 a
24-EBL 0.15 yM 095a 127 a 246b 49.02 b 2256 a 6.42a 3046 a
24-EBL 0.20 yM 1.02a 131a 259a 54.59 a 25.71a 6.56 a 30.64 a
N X 24-EBL B’ > > ;] > > >

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a la prueba de

Tukey (P<0.05). * = diferencia significativa, NS = diferencias no significativo.
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DISCUSION

Efecto de la concentracion de N en la solucién de riego

El N es el principal elemento mineral asociado al crecimiento y desarrollo de las plantas;
puede ser absorbido en forma de amonio o de nitrato, dependiendo de la especie y de las
condiciones de crecimiento. El arandano es una especie originaria del sotobosque, donde
predomina la forma amoniacal del N y prefiere esta forma nitrogenada (Babalik et al., 2020).
En este trabajo se evalud el efecto de dos concentraciones N en la solucion de riego en
forma de amonio, un alta (6.0 mM) y una baja (0.6 mM), sobre algunos parametros de
crecimiento, acumulacién de N en la biomasa, intercambio de gases, contenido de clorofilas

y compuestos antioxidantes.

Los resultados obtenidos muestran que las plantas irrigadas con soluciones a 0.6 mM de N
presentaron una reduccion de la altura de la planta, el numero de tallos por planta, el
numero de hojas por tallo, el nimero de flores por tallo y el area foliar, durante el periodo
de evaluacién (Tabla 1). Aunque las plantas de arandano estan adaptadas a crecer en
condiciones de baja disponibilidad de N (Bafiados et al, 2012), estos resultados muestran
que su cultivo con soluciones a 0.6 mM de N generé un estrés nutritivo que redundo en la
reduccion del crecimiento. En la literatura especializadas esta bien establecido que la
deficiencia de este nutrimento en las plantas de arandano afecta severamente su

crecimiento y productividad (Banados et al, 2012; Wang et al., 2020).

El estrés nutritivo generado por la baja disponibilidad de N en el medio radical, en las plantas
que recibieron 0.6 mM de N en la solucion de riego, redujo evidentemente su acumulacién

en la biomasa de la planta, asi como el contenido de clorofilas, la fotosintesis, la
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transpiracion y la conductancia estomatica (Tablas 2, 3 y 4). La reduccion en los valores de
estas variables por efecto de la baja disponibilidad de N en el entorno radical es coherente
con lo establecido en la literatura. El contenido de N de los tejidos de la planta,
principalmente en hojas y tallos, esta asociado al contenido de las clorofilas que participan
en la transformacion de la energia luminosa en energia quimica y al contenido de la enzima
rubisco que es fundamental para la fijacion de CO-, en el proceso fotosintético (Zhang et
al., 2019; Wang et al., 2020); ademas, la deficiencia de N induce clorosis y la degradacién
de las membranas de los tilacoides en los cloroplastos, lo que conduce a la degradacion de
la clorofila por al aumento de la actividad de la clorofilasa, lo que redunda en la inhibicion
de la fotosintesis (Choudhary et al., 2012; Yusuf et al., 2014; Bloomfield et al., 2014). El
contenido de clorofilas es muy sensible al estrés abidtico y se utiliza como indicador del
desarrollo de los cloroplastos, de la actividad fotosintética y de la apertura estomatica (Vello
et al., 2018). La reduccion de la tasa de transpiracion y la conductancia estomatica esta
asociada también al efecto negativo de la deficiencia de N sobre la presion osmoética celular,

el equilibrio hormonal y las relaciones hidricas de la planta (Wang et al., 2020).

En relacién al contenido de antioxidantes, en la literatura se ha planteado que la deficiencia
de N afecta activa el sistema de defensa del metabolismo secundario, especificamente las
rutas metabdlicas de sintesis de compuestos con actividad antioxidante (Freitas et al., 2012;
Wang et al., 2020). Se sabe que en esta condicidn, en el arandano, se induce la produccion
de compuestos fendlicos y flavonoides (Banados et al, 2012; Wang et al., 2020). En
concordancia con estos trabajos, los resultados obtenidos en este estudio muestran una
acumulacion de flavonoides totales en las hojas de las plantas con estrés nutritivo, irrigadas
con soluciones nutritivas con 0.6 mM de N, en todas las fechas de muestro. Sin embargo,
contrariamente, el contenido de fenoles totales y de taninos, asi como la actividad
antioxidante se incrementaron en las plantas que recibieron 6.0 mM de N en la solucién de
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riego, en la mayoria de las fechas de muestreo. Es necesario realizar mas investigacion

para elucidar este proceso.

Efecto de la concentracion de la aspersion foliar de 24-EBL

La aplicacion foliar de hormonas/reguladores vegetales desempena un papel importante en
la induccion de la capacidad de la planta para resistir condiciones adversas de estrés,
mejorando el crecimiento y el rendimiento (Hussain et al., 2020). La aplicacién de 24-EBL
ha mostrado un efecto positivo en la regulacidon de varios procesos metabdlicos de las
plantas, asi como en la interaccion con otras hormonas vegetales (Zhao et al., 2017). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la aplicacion foliar de 24-EBL
genero efectos estadisticamente significativos en todas las fechas de muestreo, en todas
variables estudiadas (Tablas,1, 2, 3 y 4). La aplicacién foliar de esta hormona aumento la
altura de la planta, el area foliar, el numero de tallos por planta, el numero de hojas por tallo,
el numero de flores por tallo y la biomasa de los 6rganos; también incremento el contenido
de N en los 6rganos de la planta, la fotosintesis, la transpiracion y la conductancia
estomatica, asi como en el contenido en las hojas de clorofilas, fenoles totales, flavonoides
totales, taninos y la actividad antioxidante. En todos los casos los valores mas altos de

todas estas variables se registraron en las plantas asperjadas con 0.20 uM de 24-EBL.

En la literatura especializada se conoce que la aplicacion de 24-EBL genera un efecto
positivo en la promocion del crecimiento, el rendimiento, el contenido de clorofila, la tasa
fotosintética, la conductancia estomatica, el contenido de N de la hoja, el contenido de
azucares y de antioxidantes en la biomasa de las plantas (Dalio et al., 2013; Coban et al.,

2016; Fariduddin et al., 2015; Anwar et al., 2018; Tanveer et al., 2019; Xiong et al., 2021).
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El efecto de los BRs sobre la acumulacion de compuestos antioxidantes se describe
de la siguiente manera: los BRs funcionan como una molécula de sefializacién y su
interaccion con otras fitohormonas como auxinas y giberelinas regulan la expresion de
varios genes, como los involucrados en la biosintesis de enzimas SOD, CAT y POD, que
estan relacionas con las reacciones bioquimicas para la eliminacion de una gran cantidad
de O2. En un estudio realizado en vid, el 24-EBL mejor6 la actividad de UPD-glucosa:
flavonoide 3- O -glucosiltransferasa (UFGT), el contenido de taninos, flavonoides y la
capacidad antioxidante (Karlidag et al.,2011). Lo anterior debido a que los BRs inducen la
expresion de los genes que codifican ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa
(RuBisCo) (es decir, BhnRBCL y BnRBCS) y otros genes, como BnUGT79B1, BhnMYB12 y
MYB28, que regulan la sintesis de compuestos fendlicos y glucosinolatos, activando asi la
defensa de la planta en condiciones de estrés (Li et al., 2020 y Ahammed et al., 2013). Por
lo anterior, el incremento en los contenidos de compuestos antioxidantes y de la actividad
antioxidante en las hojas de arandano asperjadas con 24-EBL, podria deberse a una mayor
estabilidad de la membrana, ya que como se ha demostrado en reportes previos, esta
hormona reduce las actividades de la fosfolipasa D (PLD) y la lipoxigenasa (LOX), lo que
incrementa la actividad del sistema antioxidante (Thussagunpanit et al., 2015). En este
sentido, Hussain y colaboradores (2019) demostraron que, en un ambiente de salinidad y
privacion de luz, la aplicacion de 24-EBL induce una reduccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), previniendo el dafio a la membrana y la produccion de mas radicales libres

oxidantes.
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Interaccion entre la concentracion de N en la solucion de riego y la aspersiéon foliar

de 24-EBL

Las fitohormonas son compuestos fundamentales en los procesos fisiolégicos asociados al
crecimiento y desarrollo de los vegetales, estas sustancias presentan importantes
interacciones con elementos esenciales de las plantas (Pervin et al., 2013). Los BRs se
sintetizan en respuesta a la deficiencia de nutrimentos e interaccionan con otras
fitohormonas activando el sistema de defensa de la planta en condiciones de estrés (Li et
al., 2020 y Ahammed et al., 2013). Se ha reportado que estas fitohormonas alivian los
efectos negativos del estrés abidtico sobre los procesos fisioldgicos que determinan el
crecimiento y el desarrollo de las plantas (Anwar et al., 2018). Soliman et al, (2020), reporto
que la disminucion en la altura de la planta y la biomasa puede compensarse con la
aplicacion de 24-EBL, cuando la planta se encuentra en un estado de estrés por toxicidad
de metales, salinidad en el suelo, deficiencia hidrica o cambios en la temperatura ambiental.
En uva la aspersion de 24-EBL atenuo el envejecimiento de las hojas y los procesos de
senescencia, en un ambiente de deficiencia de hierro y suelos con alta salinidad (Zhang et
al., 2019). La aplicacion de 24-EBL también redujo la pérdida de electrolitos en condiciones

de estrés por deficiencias de nutrimentos (Zafari et al., 2020).

En relacién con el N, se sabe que cuando la planta se mantiene estresada pero tratada con
brasinoesteroides, las estomas se abren y las hojas permanecen extendidas,
probablemente debido a la absorcion de N desde las raices (Shu et al., 2015). La aplicacién
exogena de 24-EBL, en plantas de cebada privadas de N, indujo el crecimiento al aumentar
la acumulacion de K'y mantener una alta relacion K/Na en las raices (Gao et al. 2016). En

cebada (Asghari et al., 2016) y trigo (Xi et al., 2013), la aplicacion de 24-EBL estabilizé la
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integridad de la estructura del cloroplasto y retras6 su degradacion, en condiciones de baja
disponibilidad de N. Sin embargo, los resultados de este trabajo mostraron que el efecto
positivo de la aplicacion foliar de esta fitohormona sobre las variables de crecimiento (Tabla
1), acumulacion de N en los tejidos (Tabla 2), fotosintesis, transpiracion (Tabla 3), contenido
de clorofilas, de fenoles totales, de taninos y actividad antioxidante (Tabla 4), se observé
principalmente en las plantas no estresadas por deficiencia de N, irrigadas con soluciones
con 6.0 mM de N, en la mayoria de las fechas de muestreo. El efecto positivo de la
aplicacion de 24-EBL, no compenso el efecto negativo del estrés prolongado por deficiencia

de N en las variables evaluadas.

CONCLUSION

En sintesis, el analisis de los resultados obtenidos en este trabajo muestra que las plantas
de arandano irrigadas con soluciones nutritivas con 0.6 mm de N presentaron una condicion
de estrés. Esta condicion se manifestd en la reduccion del crecimiento, de la acumulacion
de N, del intercambio de gases, del contenido de clorofilas, de fenoles totales, de taninos y
de la actividad antioxidante, asi como en el incremento en el contenido de flavonoides
totales. La aspersion foliar de 24-EBL incremento el valor de todas las variables evaluadas,
sin embargo, este efecto se presento principalmente en las plantas que recibieron 6.0 mM
de N, en la solucién de riego y no compensé el efecto negativo generado por el estrés
asociado a la deficiencia de N. Los valores mas altos de estas variables se observaron en
las plantas de arandano (Vaccinium corymbosum L.) var. Biloxi, irrigadas con soluciones
nutritivas con 6.0 mM de N y asperjadas con 0.20 uM de 24-EBL, con excepcion del

contenido de flavonoides totales.

REFERENCIAS: CAPITULO 6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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Capitulo 4

Efecto del 24-EPRIBRASINOLIDE sobre el rendimiento, calidad y
actividad antioxidante en frutos de arandano cultivado en dos

concentraciones de Nitrégeno

89



Efecto del 24-EPRIBRASINOLIDE sobre el rendimiento, calidad y actividad
antioxidante en frutos de arandano cultivado en dos concentraciones de

Nitréogeno

RESUMEN

En las ultimas décadas el fruto del arandano (Vaccinium corymbosum L.) ha cobrado
importancia mundial, debido a sus propiedades nutraceuticas, que lo clasifican como un
alimento funcional, principalmente por su alto contenido de compuestos antioxidantes. La
acumulacion de estos compuestos en el fruto depende de la variedad, de las condiciones
ambientales y del manejo agronémico del cultivo. La fertilizacion nitrogenada y el uso de
fitohormonas son practicas fundamentales en el manejo agrondmico de cultivos
hortofruticolas como el de arandano. Los Brasionesteroides son fitohormonas que han
mostrado efectos sobre el crecimiento, el desarrollo de las plantas, asi como en la
produccién y la calidad de los frutos. Se realizé un ensayo experimental con plantas de
arandano cultivadas en hidroponia y bajo condiciones de invernadero, durante 18 meses.
Se estudiaron dos factores: a) La aplicacion foliar de 24-Epibrassionolida (24-EBL) a cuatro
concentraciones (0.00 uM, 0.10 uM, 0.15 uM y 0.20 uM) y b) La concentracion de nitrégeno
(N) en la solucién nutritiva a dos niveles (0.6 mMy 6.0 mM). Las variables estudiadas fueron
el rendimiento del fruto y su calidad, esto ultimo evaluado a través de: el peso, el calibre, la
firmeza, la acidez titulable, la actividad antioxidante, asi como el contenido de solidos
solubles totales, de compuestos fendlicos, de antocianinas y de flavonoides. Los resultados
mostraron que: a) Las plantas fertirrigadas con 6.0 mM de N aumentaron el rendimiento, el
peso, el diametro y la firmeza de los frutos, pero redujeron la actividad antioxidante, la
acidez total, el contenido de solidos solubles totales, de fenoles, de antocianinas y de
flavonoides; b) Las plantas asperjadas con 24-EBL incrementaron el valor de todas las
variables estudiadas y el mas alto se observo en las plantas que recibieron la concentracion
de 0.20 yM de 24-EBL; c) La interacciéon de los factores estudiados fue estadisticamente
significativa para la actividad antioxidante, la acidez total, el contenido de solidos solubles
totales, de fenoles, de antocianinas y de flavonoides, por lo que en estos casos el efecto de

la aspersion foliar de 24-EBL depende del estado nitrogenado de la planta.

Palabras clave: Arandano, 24-Epibrasinolido, nitrégeno, rendimiento, calidad, fenoles,

antocianinas, actividad antioxidante, calidad de fruto.
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INTRODUCCION

Entro los diversos tipos de arandanos, el arandano azul (V. corymbosum L.) es el mas
cultivado en todo el mundo; en América los principales paises productores son EE. UU.,
Canada, México, Chile (Hu et al., 2016). Los arandanos son considerados como alimentos
funcionales, por su composicion unica, ricos en compuestos importantes como fendlicos y
antocianinas, sustancias que le brindan alta actividad antioxidantes, lo que los hace aptos
para mejorar algunos atributos de la salud humana (Chan et al., 2021). La acumulacion de
estas sustancias en el fruto depende del genoma de la planta, de las condiciones
ambientales y del manejo agronémico del cultivo. Una de las practicas mas importantes del
manejo del cultivo es la aplicacién de fertilizantes y entre estos los fertilizantes nitrogenados
son los mas se utilizan. Este debido a que el nitrégeno (N) es el principal elemento asociado
al crecimiento y desarrollo de las plantas, el cual constituye entre el 3% y el 5% de la materia
seca (Ur Rahman et al., 2023). Este elemento es absorbido por las raices de las plantas,
principalmente en forma de nitrato (NO3") o amonio (NH4"); la preferencia por una de estas
fuentes nitrogenadas depende de la especie vegetal y de su estado fenoldgico; en el
arandano esta bien establecida la preferencia por el NH4* (Ali et al., 2013). En este cultivo
se ha demostrado que la aplicacion de N mejora el rendimiento y la calidad de la fruta, como
el tamano y las caracteristicas organolépticas (Furio et al., 2022).Sin embargo, algunos
estudios han demostrado que al reducir los aportes de N al cultivo disminuye el rendimiento,
pero los frutos presentan un aumento en el contenido de azucares y antocianinas

(Fernandez-Salvador et al., 2017)

Ademas de la aplicacién de fertilizantes nitrogenados, otra importante practica agronémica
para incrementar el rendimiento y la calidad de la produccién en los cultivos hortifruticolas
es el uso de fitohormonas; que induce la modulacién de diferentes genes y enzimas

relacionados con la resistencia de las plantas a factores ambientales adversos y la
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produccion de compuestos fitoquimicos de relevancia (Chavez et al., 2020). Entre las
fitohormonas mas utilizadas se encuentran las giberelinas, las auxinas, las citoquininas, el
acido abscisico, el etileno y, recientemente, los brasinoesteroides. Estos ultimos han
demostrado que juegan un papel clave en diferentes procesos de crecimiento y desarrollo
de las plantas (Giongo et al., 2013) y que inducen la activacion del sistema de respuesta
ante el estrés bidtico y abidtico (Dogterom et al., 2000). La aplicaciéon foliar del
brasinoesteroide 24-Epibrasinolido (24-EBL) indujo una respuesta favorable ante la
presencia de contaminantes como metales pesados, el estrés hidrico, las altas
temperaturas y le mala nutricion prolongada, en diversos cultivos como arroz, mango, uva
y fresa. En estos estudios se demostré que esta fitohormona activa las vias de produccién
de compuestos fendlicos, la elongacion celular, el desarrollo del sistema radicular y cambios
en la actividad fotosintética. Se ha demostrado que esta fitohormona mejora la resistencia
a condiciones ambientales adversas y algunos parametros de crecimiento de las plantas,
convirtiéndose en agentes mediadores del estrés y promotores del crecimiento (Cao et al.,
2018). Esta bien establecido que tiene un papel importante en la activacion de las
respuestas de defensa de los cultivos, incluidos diferentes sistemas antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos, en escenarios donde las condiciones ambientales son

desfavorecedoras para los cultivos de frutales y cereales (Ouyang et al., 2018).

El propésito de este estudio fue evaluar el rendimiento, la calidad del fruto, ante la aplicacion
foliar de 24-EBL en plantas de arandano (V. corymbosum L.) variedad Biloxi, cultivadas en

alta y baja disponibilidad de N en el medio radical.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacidén del experimento

Se desarrollé un experimento del 4 de enero del 2019 a 4 agosto del 2020, en un
invernadero tipo techumbre curva, cubierto con plastico blanco lechoso de calibre 720, que
proporciona un 30% de sombra y permite una temperatura al interior de 27 °C en promedio
durante el dia y una humedad relativa del 47%. El invernadero esta ubicado en Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF), de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo (UMSNH), en el kilbmetro 9.5 de la Carretera Morelia Zinapécuaro, CP.
58880, en Tarimbaro, Michoacan. Con coordenadas geograficas: 19.7681622-101.1513041

y elevacion 1860 m.

Se usaron plantulas de arandano (V. corymbosum L.) variedad Biloxi de seis meses de
edad, adquiridas en vivero comercial Marpa ©. Las plantas fueron homogeneizadas dejando
un solo tallo de 15 cm con cinco yemas y se trasplantaron a un sistema hidroponico en
cubetas de plastico de 20 L, en un sustrato compuesto por una mezcla de arena de rio y
tezontle en relacion (2:1 V/V). El experimento fue de tipo factorial con una distribucién
completamente al azar; los factores que se estudiaron fueron: 1) concentracion de N en la
solucion de riego (en forma de NH4*), a dos niveles 0.6 mM y 6.0 mM; y 2) aplicacion foliar
de 24-Epibrasinolido a cuatro contracciones 0.00 yM, 0.10 yM, 0.15 puM y 0.20 uM en cada
etapa de floracion. De la combinacion de los factores se obtuvieron 8 tratamientos, los
cuales se repitieron 4 veces generando 32 unidades experimentales, con cuatro plantas

cada una.
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Sistema de fertirriego

El sistema de riego consistié en dos depédsitos con capacidad de 700 L, con bombas
centrifugas de 1/2 hp (IUSA MODELO: 616289). Las soluciones se suministraron
utilizando mangueras de 16 mm y goteros de 16 Lph (litros por hora). El riego se realizé
con pulsos de tres minutos cada 12 horas (a las 8:30 y 20:30 hrs), con un gasto real de
1.0 L de solucién nutritiva por planta por dia. Se utilizaron dos soluciones nutritivas
completas (Cuadro 1A y Cuadro 1B) y ambas tenian: N en forma de NH4*, CE de 1.8 mS
cm™y pH ajustado a 4.5 - 5.0 con acido sulfurico (14 N), una carga idnica total de 16 Meq"
', 1.0 Meq' de H.PO4* y una proporcién de K* Ca** Mg*™ de 25%, 50% y 25%
respectivamente, se modificd la proporcion de aniones en funcién de los tratamientos
aplicados. La concentracién de microelementos fue la siguiente: Hi:BOs, 42.0 uM;
CuS04.5H20, 1.0 uM; Fe-EDTA, 15.0 yM; MnS0O4.H20, 23.0 uM; (NH4)sM07024.4H20, 0.3
MMy ZnS04.7H20, 6.0 uM. Las condiciones de fertirriego se mantuvieron durante todo el

experimento (550 dias).

Cuadro 1 A. Solucidn nutritiva NHa* 0.6 mM

Cuadro 1 B. Solucién nutritiva NH4* 6.0 mM

Meq L1 NO3 H2P04 SO4 > Meq L NO3 H2P04 504 0
il . . .
o . 1.00 2.85 3.85 K" 1.00 1.50 2.50
catt R . 7.70 7.70 catt 0 5.00 5.00
. . 3.85 3.85 - 0 i 2.50 2.50
++ M
Mg 9
. R 0.60 0.60 0 i 6.00 6.00
NH,* NH.*
s 0.00 1.00 15.00 16.00 z e 1.00 15.00  16.00

Se utilizaron los fertilizantes solubles grado fertirriego: fosfato monopotasico, sulfato de
potasio, sulfato de amonio, fosfato monoamanico, sulfato de magnesio, cloruro de potasio,
cloruro de calcio, micronutrimentos y solucion madre de Fe EDTA. La preparacion de las
soluciones nutritivas se realizé con la relacion gramos de sales por 100 litros de agua

desmineralizada como se muestra en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Preparacion de las soluciones nutritivas

Fertilizantes/Sales de la solucion Soluciéon 0.6 mM NH4* Solucion 6.0 mM NH4*

(g/100L) (g/1001L)
KH,PO4 (Mol L) 67.10 67.10
K2S04 (Mol L) 221.56 221.56
(NH,).SO, 37.61 376.16
NH4H2PO4 (Mol L) 11.53 115.31
MgSO,.7H,0(Mol L) 2474 24.74
KCI (Mol L) 74.56 74.56
CaCl,,.2H,0 (Mol L") 27.02 27.02
*Solucion de micros (*) 14.5 ml 14.5 ml
*Solucién Fe EDTA (**) 9 mi 9 mil

Nota: (*)- En 1L: 2,86 g H,BO,; 1,81 g MinCl .4H,0; 0,10 g ZnCl,; 0,04 g CuCl,; 0,02 g H,M004H,0.
(**)- 24,9 g FeSO,.7H,0 0 24,25 g de FeCl,.6H,0; 33,2g EDTA-Na; 89 mL NaOH 1N completar en 800mL H,O.

Preparacion y aplicacion de las soluciones de 24-EBL

Para la preparacién de la solucion madre de 24-EBL, se disolvieron 10 mg (4.87mM) de 24-
EBL (85% de pureza, Sigma Aldrich) en una solucién tensoactiva que contenia 10 mL de
etanol al 96% y 10 mL de monolaurato polioxietilensorbato (Tween 20) al 0.1% (v/v), una
vez disuelto el soluto, la solucion se aforé con agua destilada a volumen de 1 L, las
soluciones de trabajo se prepararon a partir de la solucién madre a cuatro concentraciones
a 0.10 yM, 0.15 yM, 0.20 pM, y para la solucion a 0.0 yM se prepard una solucion con 10
mL de etanol al 96% y 10 mL de monolaurato polioxietilensorbato (Tween 20) al 0.1 % (v/v),
la solucion se aforo a 1 L de agua destilada (la solucién 0.0 uM no contenia soluto). Estas
soluciones se almacenaron en refrigeracion de 2° a 4° C, en botellas de vidrio color ambar

que se forraron con papel aluminio para proteger la solucion de la luz.

A los 7 dias después de iniciada la etapa de la segunda floracion, 150 dias después de
establecido el experimento (DDE, el dia uno del experimento corresponde al inicio de los

tratamientos nutritivos en el fertirriego, con las soluciones a 0.6 mM y 6.0 mM de N), las
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plantas fueron asperjadas con 0.015 L de soluciéon de 24-EBL a 0.00 pM, 0.10 uM, 0.15uM,
0.20uM, de acuerdo con el tratamiento correspondiente. La aspersion de brasinoesteroide

se repitid en cada floracion durante todo el experimento (total 8 aplicaciones).

Variables evaluadas

Determinacion de rendimiento y peso del fruto

Durante todo el periodo de evaluacién los frutos maduros se cosecharon a mano
dependiendo de la tasa de maduracién, basada en el color de la fruta (parametro comercial
98% de color azul), se pesaron en una balanza electronica de precision (Mettler Toledo,
PR8002) y se conto y peso6 una submuestra de 100 frutas para calcular el numero de frutas

por planta y peso promedio de la baya.

A la mitad del periodo de evaluacién se escogié una cosecha para realizar la determinacion

de los parametros de calidad de los frutos.

Determinacion acidez titulable

La acidez titulable (AT) de la fruta se determind en cuarenta frutos de cada unidad
experimental (10 frutos de cada planta), a través del método de titulacion potenciométrica
utilizando un titulador automatico Titroline Easy (S| Analytics GmbH) como se describe por

Castrejon et al. (2008).

Determinacion de calibre y firmeza

El tamano de la fruta (didametro ecuatorial) se midi6 en cada cosecha con un vernier
electrénico (Trupper) simultdneamente en 10 frutas por planta de cada unidad experimental
cuarenta frutos por unidad experimental, la firmeza se determiné en 40 frutos por unidad

experimental con un texturometro de sonda para fruta (CT3 Brookfield de AMETEK). El
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equipo se monto con fuerzas de compresion maximas y minimas de 200 g (1,96 N)y 15 g

(0,15 N), respectivamente, y una velocidad del piston de 6 mm s™'.
Determinaciéon de pH

Los valores de pH se determinaron con el jugo de 10 frutos por planta, en total se
procesaron 40 frutos por unidad experimental, se utilizd un potencidmetro electrénico

(ORION 00430).
Determinacion TSS

Los sdlidos solubles totales (TSS) se midieron con el jugo de 10 frutos por planta, en total
se procesaron 40 frutos por unidad experimental, se utilizd un refractometro digital
termocompensado (Hannah Instruments) que fue previamente calibrado con agua

destilada.
Preparacion de extractos

Se muestrearon 100 g de fruto fresco por cada planta, los frutos se liofilizaron en un equipo
Labconco™ FreeZone™ -105°C 4.5L Benchtop Freeze Dry Systems y se molieron (molino
de bolas Tetsch MM 200), con nitrégeno liquido, el polvo seco se mezclé con metanol (60
mL) en un bafio de ultrasonidos (USC-1400 Unique) durante 15 minutos a temperatura
ambiente (20 °C). El extracto se centrifugd a 2000 RPM durante 10 minutos y el
sobrenadante se almacend en un matraz ambar. Este extracto se utilizé para determinar

los compuestos fendlicos totales (FT) y para el analisis de la actividad antioxidante (AA).

Muestras de arandano liofilizado en polvo, se extrajeron con metanol acidificado (HCI 0.1%)
(15 mL) en un bafo de ultrasonidos (USC-1400 Unique) durante 30 minutos a temperatura
ambiente (20 °C). El extracto se centrifugd a 2000 RPM durante 10 minutos y el

sobrenadante se utilizé para evaluar el contenido de antocianinas totales (TA).
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Determinacién de compuestos fendlicos totales (FT)

El contenido fendlico total de cada extracto se determind espectrofotométricamente
(Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25 UV/Visible) segun el método de Folin-
Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965). La absorbancia se leyé a 765 nm y los resultados

se expresaron, en peso fresco, como mg.100 g™' equivalente de acido galico (GAE).
Determinacién de antocianinas totales (AT)

El contenido de antocianinas totales se determiné por el método del diferencial de pH
(GIUSTI; WROLSTAD, 2001). La absorbancia se leyé a 700 nm y a la longitud de onda de
maxima absorcion (Espectrofotdmetro Perkin EImer Lambda 25 UV/Visible). Los resultados,
se expresaron como la concentracion de antocianinas en mg.100 g™ equivalente de

cianidina-3-glucésido (€ = 26900, PM = 449.2).
Contenido total de flavonoides de los frutos (FV)

El contenido total de flavonoides se llevé a cabo de acuerdo al método planteado por
Lichtenthaler (1987). El polvo de arandano liofilizado se mezclé 0.5 ml de solucién de
NaNO: (1,5%), posteriormente se agrego1 mL de AICl; (3%) y NaOH (1 mol L™ " Después
de la incubaciéon durante 5 min en la oscuridad, la absorbancia se midi6 a 490 nm
(Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25 UV/Visible). Los resultados se expresaron

como equivalentes de epicatequina mg (EE) por 100 g de peso de la fruta (mg 100 g~ ' FW).
Determinacion de la actividad antioxidante (AA) por los métodos:
Método ABTS

El método ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) se basa en la
desactivacion del catién radical antioxidante ABTS, que se mide por la disminucion de la

absorbancia a 734 nm. El método ABTS El método se realizé segun lo descrito por Re et al
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(1999). La absorbancia se leyé a 734 nm en un espectrofotometro (Perkin Elmer Lambda
25 UV/Visible), 7 minutos después de la adicion del extracto. La actividad antioxidante total
del fruto de arandano se expresé en uMol.100 g”' de TEAC (capacidad antioxidante

equivalente a Trolox).
Método DPPH

El radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) es uno de los pocos compuestos nitrogenados
organicos estables y comercialmente disponibles. El método se basa en la desactivacion
del radical DPPH por compuestos con propiedades antioxidantes presentes en extractos de
frutas, y esta desactivacion se monitoriza a 515 nm en un espectrofotometro (Perkin Elmer
Lambda 25 UV/Visible). El método DPPH se llevé a cabo segun lo descrito por Kim et al.
(2002). Se evalud la disminucién de la absorbancia del radical DPPH 100 uM (2.9 mL)
disuelto en metanol al 80% a 515 nm en un espectrofotometro (Perkin Elmer Lambda 25
UV/Visible), 30 minutos después de la adicion de cada extracto. La actividad antioxidante

total del arandano, también se expresé en uMol.100 g' de TEAC.
Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron por medio de un analisis de varianza (ANOVA) de dos
vias, para determinar los efectos simples de cada factor y su interaccién en cada una de
las variables estudiadas y cuando hubo se observaron diferencias estadisticamente
significativas se aplicé la prueba de comparacion de media de Tukey (P < 0.05). Se uso el

Software SPSS V.26 (SPSS-IBM, Orchard Road-Armonk, Nueva York).
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RESULTADOS

La concentracion de N en la solucion de riego generd efectos estadisticamente significativos
(P< 0.05) en todas las variables evaluadas. En el caso del rendimiento se observd que,
durante el periodo de evaluacion las plantas fertirrigadas con 6.0 mM de N produjeron casi
tres veces mas frutos (1.4 kg planta™), que las plantas que recibieron soluciones nutritivas
con una concentracién del 0.6 mM de N (0.5 kg planta™). De igual forma, el peso, el diametro
y la firmeza del fruto fueron superiores 34%, 31% y 26%, respectivamente, en las plantas
fertirrigadas con soluciones con 6.0 mM de N, en comparacion con los frutos de las plantas
que recibieron 0.6 mM de N (Cuadro 3). Inversamente, los frutos de las plantas que
recibieron la mayor concentracion de N en la solucién de riego (6.0 mM) presentaron los
menores valores en la acidez titulable, en el contenido de soélidos solubles totales, de
antocianinas, de flavonoides y de fenoles totales, asi como en la actividad antioxidante

(Cuadro 3 y Cuadro 4).

Cuadro 3. Efecto de la concentraciéon de N en la solucién de riego y de la
aspersion foliar de 24-EBL sobre algunos parametros de calidad de los
frutos de plantas de arandano (V. corymbosum L.).

Factor Rendimiento Peso del fruto Diametro Firmeza  TSS TA TSSITA
g plant” G mm N % g 100 mL™

N * * * * * * *
6.0 mM 1400.00 a 1.34a 15.84 a 257 a 11.08 b 1.25b 8.86 a
0.6 mM 550.00 b 1.00 b 12.05b 2.04b 12.96 a 147 a 8.81 a

24-EBL * * * * * * *
0.20 uM 2855.00 a 1.89a 17.32a 263a 14.23a 141a 10.09 a
0.15 uM 2200.00 b 1.75b 16.49b 2.55b 13.35b 145a 9.20b
0.10 uyM 2050.00 b 1.78 b 16.24 b 251b 13.54 b 143 a 9.46 b
0.00 uM 975.00c  124¢ 1394c  239¢ e 136b 8.83 ¢

N x 24 EBL ** * * NS * * *

TSS, Solidos solubles totales; TA, Acidez titulable. Las medias con la misma letra no presentan

diferencia significativa segun la prueba Tukey (P < 0.5).

La aspersion foliar de 24-EBL también generé efectos estadisticamente significativos (P<

0.05) en todas las variables evaluadas. Los frutos de las plantas que recibieron la aspersion
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de esta hormona mostraron incrementos en todas las variables y los valores mas altos se
observaron en los frutos de las plantas que recibieron la concentracion de 0.20 uM de 24-
EBL. El rendimiento de frutos observado durante el periodo de evaluacién fue tres veces
superior entre los tratamientos de 0.00 uM y 0.20 uM de 24-EBL. El peso, el diametro y la
firmeza del fruto también se incrementaron en 52%, 24% y 14%, respectivamente, entre
estos dos tratamientos (Cuadro 3). La acidez titulable y la actividad antioxidante DPPH y
ABTS aumentd 3%, 41% y 54%, respectivamente entre los tratamientos antes
mencionados. En los contenidos de solidos solubles totales, antocianinas, flavonoides
totales y fenoles totales se observaron incrementos de 18%, 65%, 96% y 56%,
respectivamente entre las plantas que recibieron 0.00 uM y 0.20 uM de 24-EBL (Cuadro 3

y Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto de la concentracion de N en la solucién de
riego y de la aspersion foliar de 24-EBL sobre algunos
parametros de calidad de los frutos de plantas de arandano
(V. corymbosum L.).

Factor AT Fv FT DPPH A ABTS
mgg' pgQE*100g" mg GAE g umol TE g'
N * " * * *
6.0 mM 4.07b 55.45b 2.05b 204.29 b 29544 b
0.6 mM 462 a 67.69 a 232a 245.77 a 33242 a
24-EBL % * % " %
0.20 uM 5.02a 70.93 a 253a 25142 a 346.89 a
0.15 uM 4.89 ab 69.68 a 2.39 ab 24562 a 334.73 a
0.10 uM 434 b 69.59 a 219 ab 22588 a 343.55 a
0.00 uM 3.05¢c 36.11b 1.62¢c 177.22 ¢ 230.54 b
N x 24-EBL . . " " wox

AT, Antocianinas; FV, Fenoles totales; FT, Flavonoides totales; AA, Actividad
antioxidante, métodos DPPH y ABTS. Las medias con la misma letra no

presentan diferencia significativa segun la prueba Tukey (P < 0.5).

La interaccién de la concentracién de N en la solucion de riego y la aspersion de 24-EBL

también fue estadisticamente significativa en todas las variables estudiadas, con excepcién
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de la firmeza del fruto; lo que implica que el efecto de la aplicacion de 24-EBL depende de
los tratamientos nitrogenados (Cuadro 3 y Cuadro 4). En las variables rendimiento, peso y
diametro del fruto los valores mas altos se observaron en los frutos de las plantas
fertirrigadas con 6.0 mM de N y asperjadas con 0.20 yM de 24-EBL. Para las variables
acidez titulable, actividad antioxidante, contenidos de solidos solubles totales, de
antocianinas, de flavonoides y de fenoles totales los mayores valores se registraron en los
frutos de las plantas que recibieron 0.6 mM de N en la solucién de riego y que fueron

asperjadas con 0.20 uM de 24-EBL.

DISCUSION

El N es el principal elementos mineral esencial asociado al crecimiento vegetativo y a la
produccién de frutos en las plantas. En el cultivo de ardndano el manejo de este elemento
como fertilizantes es fundamental para obtener una buena produccién y calidad de la
cosecha. Sin embargo, este cultivo, por su habitat de origen, tiene bajos requerimientos de
N, por lo que su aplicacion en los sistemas de produccién agricola debe ser manejada con
precaucién, para evitar deficiencias o excesos, que generen efectos negativos en el
crecimiento de las plantas, el rendimiento y la calidad de los frutos (Morvan et al., 2020). En
la literatura especializada, varios estudios han evaluado los efectos de la fertilizacion
nitrogenada en el cultivo de arandano y se ha demostrado que incrementa el rendimiento y
la calidad de los frutos, como el tamafo y las caracteristicas organolépticas (Travica et al.,
2020). En el presente trabajo, las plantas que recibieron 6.0 mM de N en la solucién de
riego, mostraron incrementos estadisticamente significativos en el rendimiento, el peso, el
diametro y la firmeza de los frutos, en comparacion con las plantas que recibieron
soluciones de riego con 0.6 mM de N (Tabla 1). Estos efectos son coherentes con los
resultados presentados en el capitulo anterior, ya que las plantas que recibieron 6.0 mM de

N presentaron un mayor desarrollo vegetativo y consecuentemente, tuvieron mas altos
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rendimientos, que las plantas que fueron irrigadas con soluciones con 0.6 mM de N. Estos
resultados también son similares a los reportados por Davis & Strik, 2022 en Oregén, en
una parcela experimental. Sin embargo, también se ha demostrado que la aplicacion
excesiva de N a este cultivo puede generar efectos negativos en el crecimiento vegetativo
y en el rendimiento. En un estudio de 3 afios, en plantas de arandano jévenes en Polonia,
se reportan incrementos en el rendimiento aumentando la concentracion de N en el
fertirriego hasta 10 mM y reduccion del rendimiento cuando la concentracion de este
elemento en el fertirriego fue superior a 12 mM (Jiménez-Zamora et al., 2016). Las
aplicaciones superiores a 6.0 mM de N tampoco aumentaron el rendimiento en plantas
jévenes de arandanos en Nueva Jersey y cuando se aplicaron concentraciones mayores a
24 mM fueron perjudiciales para la produccién temprana de frutos (Messiga et al., 2021). El
incremento observado en el diametro del fruto, en las plantas que recibieron 6.0 mM de N,
es coherente con lo reportado previamente en la literatura en el arandano ojo de conejo
(Wani et al., 2017). De igual manera, el incremento en la firmeza del fruto observado en
este trabajo (Tabla 1), por el aumento de la disponibilidad de N, es similar a lo reportado
por Lobos & Hancock, 2015 en un cultivo de ardndano de 4 afos. Se ha reportado que la
firmeza de la fruta aumenta de manera constante al incrementar la fertilizacion nitrogenada,
mientras que el tamano de la baya varia segun las condiciones ambientales; no obstante,

esta variabilidad se controla cuando se produce en invernadero (Tuttle & Sc, 2022) como

fue en este trabajo.

Como se menciond en el capitulo anterior, los resultados obtenidos en este trabajo hacen
evidente que las plantas que recibieron 0.6 mM de N en la solucidn de riego, estuvieron en
una condicion de deficiencia de este elemento, lo que generé una reduccién en el
crecimiento vegetativo y, consecuentemente, una disminucion en el rendimiento, el peso,

el diametro y la firmeza del fruto (Tabla 1). Sin embargo, los frutos de estas plantas
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presentaron mejores valores en los parametros quimicos de calidad como: el contenido de
sélidos solubles totales, la acidez titulable, el contenido de antocianinas, de flavonoides y
de fenoles totales, asi como en la actividad antioxidante (Tabla 1 y Tabla 2). Estos
resultados son coherentes con reportes previos en la literatura especializada, en los que se
demuestra que al reducir los aportes de N a este cultivo disminuye los parametros
asociados al rendimiento, pero los frutos presentan un aumento en el contenido de azucares
y antocianinas (Fang et al., 2020).El contenido de sdlidos solubles totales esta formado por
compuestos organicos que determinan el sabor, el color y en general los atributos de calidad
de los frutos (Naikoo et al., 2019) .Durante el proceso de maduracion hay un incremento en
la actividad de las enzimas a-amilasa, B-amilasa y almidon fosforilasa, lo que produce como
resultado la hidrélisis del almidén (T. Zhang et al., 2018), al darse este proceso de
degradacién, se generan azucares solubles, incrementando el contenido de sdlidos
solubles totales en el fruto (X. Wang et al., 2019). De acuerdo con Alfaro y colaboradores
(2018), los frutos de arandano con contenidos de sdlidos solubles totales entre 11% y 12%
se encuentran dentro de un rango aceptable y reunen las cualidades organolépticas
deseadas para su comercializacién. Otros autores mencionan que como requisito para
cosechar frutos de este cultivo es necesario un contenido de sélidos solubles totales entre
12% y 14% (Viencz et al., 2021). En este trabajo las plantas que recibieron 6.0 mM de N en
la solucion de riego presentaron valores alrededor de 11% en el contenido de solidos
solubles totales, mientras que las que recibieron 0.6 mM de N presentaron valores
superiores a 14% (Tabla 1); estos valores son mayores a los reportado por Davis & Strik,
(2022), de 10.6% -13.2%. Una baja relacion de sélidos solubles y acidez titulable esta
asociada con una buena calidad de la fruta, la cual esta vinculada a buenos niveles de
radiacion solar, temperatura y transpiracion de los frutos (Clark & Zheng, 2020).Una adecuada
relacion de solidos solubles y acidez titulable es una medida preponderante que esta

intimamente relacionada con la calidad de la fruta para su transporte a largas distancias (de
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Oliveira et al., 2019). Algunos investigadores han sugerido que esta relacion es importante
para definir las diferencias de calidad entre cultivares, mientras que otros indican que la
calidad de los frutos puede mejorarse incrementando el contenido total de azucares y
compuestos (Jia et al.,, 2019). El contenido de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante en los frutos de arandano representan parametros de calidad muy importantes,
ya que han demostrado ser beneficiosos para la salud humana (Kang et al., 2017).Los frutos
de las plantas que recibieron 0.6 mM de N presentaron niveles de compuestos fendlicos
totales, antocianinas y actividad antioxidante significativamente mas altos, en comparacion

con los de las plantas de los tratamientos de N a 6 mM (Tabla 2).

En el capitulo anterior se mostrd que la aplicacion foliar de 24-EBL aumenta el crecimiento
de las plantas de arandano y que los incrementos estan directamente relacionados con la
concentracién de esta hormona en la solucion de aspersidon. En congruencia, vy
consecuentemente, con estos resultados en este capitulo se muestran incrementos en el
rendimiento y en los parametros de calidad de los frutos de este cultivo por efecto de la
aplicacion foliar de 24-EBL (Tabla 1 y Tabla 2). En la literatura especializada no existen
reportes relacionados con el efecto de esta hormona sobre el rendimiento y la calidad de
los frutos de este cultivo. Sin embargo, algunas investigaciones han mostrado que la
aplicacion exogena de brasindlidos y sus analogos regula diferentes atributos de calidad en
otras frutas y verduras (Nolan et al., 2020). Por ejemplo, en estudios realizados en uva se
demostré que, al igual que este trabajo, la aplicacion foliar de estas hormonas mejoré
considerablemente el racimo, en atributos como peso y calibre de la baya (Ren et al., 2021).
En esta misma especie, se demostré que la aplicacion de brasindlidos favorecen el
mantenimiento del color de la epidermis del fruto y aumenta el contenido de sélidos solubles

totales, resultados similares a los observados en este estudio. Ademas, al igual que en este
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trabajo, las aplicaciones foliares de brasindlidos en la vid, también aumentaron la
pigmentacion de la epidermis de la baya al incrementar la sintesis y acumulacion de
antocianinas, acidos fendlicos, flavonoides, B-caroteno y acido ascorbico (Kutschera &
Wang, 2012).También se reportd una mayor acumulacion de antocianinas en fresas
tratadas con 24-EBL, efecto que también se observo en esta investigacion (Y. Zhang & He,

2015).

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el efecto de la aplicacién foliar de
24-EBL sobre el rendimiento y la mayoria de los atributos de calidad del fruto, en el cultivo
de arandano depende de la nutricion nitrogenada de las plantas. En la literatura
especializada esta bien establecido que los brasinélidos interactiian con diversas variables
ambientales para mejorar la tolerancia de las plantas al estrés abidtico, optimizar su
crecimiento y maximizar su rendimiento (Wani et al., 2017). Se sabe que interactuan
positivamente con la nutricién nitrogenada al mejorar la absorcion, asimilacion y utilizacion
de N, lo que resulta en un mayor crecimiento, rendimiento y calidad de los cultivos. Sin
embargo, aunque esta interaccion es especialmente util en condiciones de estrés o baja
disponibilidad de N, en este trabajo la aplicacion de esta hormona no compenso la

deficiencia de N en ninguna de las variables evaluadas.
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CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos y a las condiciones en que se realizo la
investigacion, se puede concluir que las plantas fertirrigadas con soluciones nutritivas con
6.0 mM de N incrementaron el rendimiento, el tamafio, el peso y la firmeza del fruto, en
comparacion con las plantas que recibieron soluciones con 0.6 mM de N. Sin embargo, las
plantas que recibieron soluciones nutritivas con 0.6 mM de produjeron frutos valores mas
altos en los atributos de calidad quimica como contenido de soélidos solubles totales, acidez
titulable, antocianinas, flavonoides totales, fenoles totales y actividad antioxidante. La
aplicacion foliar de 24-EBL increment6 el rendimiento de las plantas y todos los parametros
de calidad evaluados. Sin embargo, en la mayoria de estas variables, este efecto depende

de la nutricién nitrogenadas de las plantas.
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Discusién y Conclusién general

En el cultivo de arandano, la disponibilidad de nitrégeno (N) en las soluciones de
fertiirrigacion y la aplicacion de bioestimulantes foliares, en particular los brasinoesteroides
(BRs), desempefian un papel crucial en el desarrollo vegetal y la calidad del fruto. Este
estudio evalua los efectos combinados de diferentes concentraciones de nitrdgeno y
brasinoesteroides en plantas de arandano cultivadas en un sistema hidroponico bajo

invernadero.

El crecimiento 6ptimo y el mejor desempefio vegetativo se observaron en plantas sometidas
a fertiirrigacion con una dosis de 6 mM de nitrdgeno combinada con 20 pM de 24-
epibrasindlido (24-EBL). Estos resultados coinciden con estudios previos que reportan
respuestas favorables en el cultivo de arandanos con dosis de nitrégeno entre 9 mM y 18
mM. Respuestas similares han sido documentadas en otros cultivos como fresas y uvas

cuando se han tratado con brasinoesteroides.

Es importante destacar que la eficacia del 24-EBL ha sido ampliamente investigada en
condiciones de estrés abidtico, tales como déficit hidrico, salinidad y altas temperaturas.
Estudios en maiz y trigo han demostrado que los BRs favorecen la supervivencia de las

plantas en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes.

Sin embargo, este estudio identificé que una dosis reducida de 0.6 mM de nitrégeno tuvo
un impacto negativo significativo en el desarrollo comercial de las plantas de arandano.
Ademas, la aplicacion de 24-EBL no logré compensar completamente la baja disponibilidad
de nitrégeno. Estos hallazgos contrastan con investigaciones en citricos, donde se ha
demostrado que altas concentraciones de 24-EBL pueden mitigar deficiencias nutricionales

y mantener el desarrollo 6ptimo de las plantas.

109



Un posible factor que dificulta la observacion del efecto de los BRs en condiciones de baja
disponibilidad de nitrdgeno en el cultivo de arandano es la fertiirrigacion continua desde la
instalacion del cultivo hasta la floracién, lo que impide evaluar el impacto de los BRs en
etapas tempranas de crecimiento. No obstante, los parametros fotosintéticos se
mantuvieron elevados en ambos tratamientos de disponibilidad de nitrégeno con la

aplicacion de 24-EBL.

La aplicacion foliar de 24-EBL a una concentracion de 10 uM tuvo un efecto positivo en la
acumulacion de nitrégeno y compuestos fendlicos en las plantas. Esto sugiere que el 24-
EBL mejora la absorcién de nitrégeno, haciéndolo mas biodisponible para el metabolismo
secundario y los mecanismos de defensa de la planta ante estrés bidtico y abidtico, mas

que para la sintesis de aminoacidos y proteinas.

En términos generales, este estudio demuestra que la aplicacion foliar de 24-EBL mejora
tanto el rendimiento como las propiedades de calidad de los arandanos frescos y
almacenados. Se propone que la interaccion sinérgica entre la aplicacion de 24-EBL y la

disponibilidad de nitrégeno a 6.0 mM contribuye al aumento del rendimiento.

Adicionalmente, los BRs mejoran el peso y tamano del fruto, al tiempo que incrementan la
concentracién de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante en las bayas. Sin
embargo, se observd que los frutos sometidos a fertiirrigacion con 6 mM de nitrégeno sin
tratamiento con BRs presentaron valores de firmeza ligeramente superiores, aunque esta
diferencia no fue estadisticamente significativa. Esto subraya el impacto positivo del 24-EBL

en la calidad del fruto, sin afectar significativamente la firmeza.

Los estudios destacan la importancia de la fertiirrigacion con nitrégeno y la aplicacion de
brasinoesteroides en el cultivo de arandano. Se identificé que la dosis éptima para el

crecimiento vegetal y la calidad del fruto es de 6 mM de nitrdgeno combinado con 20 uM de

110



24-EBL. Ademas, el 24-EBL contribuye a una mayor acumulacion de nitrégeno y
compuestos fendlicos, lo que fortalece la resistencia de la planta ante condiciones de estrés

y mejora la calidad del fruto en términos de peso, tamano y capacidad antioxidante.

Estos hallazgos abren la posibilidad de futuras investigaciones sobre el efecto de los BRs
en condiciones de baja disponibilidad de nitrégeno en arandanos y otros cultivos, con el fin

de optimizar las estrategias de fertilizacién y bioestimulacion en la agricultura.
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Resumen

Los brasinoesteroides son fitohormonas esteroidales que se han utilizado ampliamente en la
agricultura, se han realizado pocos estudios sobre ¢l efecto que pueden tener para inducir la
formacion de raices en esquejes de arindano (Vaccinium corymbosum). El objetive de esta
investigacion fue evaluar el efecto del 24-epibrasinolide (24-EBL) a distintas concentraciones (0,
20, 40 y 60 pg L") v del sustrato sobre ¢l enraizamiento de esquejes, se utilizd mezcla de arena de
rio y tezontle (AT), turba (Peat Moss™) v perlita (PMP), mezcla de fibra de coco y perlita (FCP),
turba (Peat Moss®) (PM) v fibra de coco (FC). Las variables evaluadas a los 30 dias después de
establecido del experimento, fueron porcentaje de supervivencia (%SE), porcentaje de esquejes
enraizados (%ER), nimero de raices por esqueje (NR), longitud de raiz principal (LEP) y longitud
total del sistema radicular (LTR). Los datos obtenidos se sometieron a analisis de vananza y
comparacion de medias con la prucba de Tukey. Los resultados mostraron que los esquejes de
arindano con 24-EBL a una concentracién de 60 pg L' en sustrato de AT presentan 84.7% de
supervivencia y 67.76% dec esquejes enralzado. Los esquejes expuestos a 24-EBL a una
concentracion 40 y 60 ug L insertada en sustrato de mezcla de AT presentaron una mayor longitud
de raiz y mas raices por esqueje €n comparacion con otros sustratos. Se concluye que el 24- EBL
induce la formacion de raices en esquejes de plantas de ardndano en sustrato de AT.

Palabras clave: arandano azul, brasinoesteroide, esquejes, sustrato.

Recibido: octubre de 2022
Aceptado: enero de 2023

63

131



Articulo de divulgacién publicado

Ao 11 /Noviembre - Didembre/ No. 66 U.M.S.N.H.

El poder de los frutos rojos

Judith Libertad Chavez Gonzélez y Radl Cardenas Navarro

:Qué son los frutos rojos?

omercialmente se puede encontrar una

gran variedad de alimentos de origen ve-

getal, como frutos exdticos tropicales o
del bosque, que se destacan por sus diferentes
farmas y colores. Dentro de esta gama resaltan
los frutos rojos, los cuales se caracterizan por ser
pequeiias bayas aromaticas, de sabor agridulce
que poseen brillantes colores rojos, azules y viole-
tas; crecen en arbustos silvestres del bosque, aun-
que actualmente se cultivan diversas varledades
tanto en invernadero como en campo. La mayo-
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