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Resumen general

FOSFITO EN EL METABOLISMO DE HORTALIZAS DE HOJA
Elias Estrada Ortiz, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2014

Las plantas superiores no presentan mecanismos selectivos que les permitan
discriminar entre especies de fésforo. Una vez absorbido por las raices, el fosfito (Phi)
es altamente movil en el xilema, en el floema y su efecto depende fuertemente del nivel
de suficiencia de fosfato (Pi) en la planta. Los objetivos de la presente investigacion
fueron: 1) evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Phi adicionadas a la
solucién nutritiva, asi como diferentes concentraciones de Phi via foliar, sobre
indicadores agronoémicos, fisiolégicos y de calidad, en los cultivos de lechuga, acelga,
col y apio; 2) evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Piy Phi adicionadas a
la solucion nutritiva, sobre flavonoides y glucosinolatos (GLS) en los cultivos de
Brassica campestris cv. Red Giant y B. juncea cv. Mibuna Early cultivados bajo dos
intensidades de radiacion fotosintéticamente activa (PAR). Los resultados mostraron
que al suministrar 0.25 mol. m™> de Phi en la solucién nutritiva, bajo condiciones de
suficiencia de Phi, se incrementa la actividad antioxidante total y fenoles totales, en
lechuga, acelga y col, mientras que en apio se requiere del suministro de 0.50 mol, m™
de Phi para incrementar la actividad antioxidante, bajo las mismas condiciones de
suficiencia de Pi. Tanto para B. campestris como para B. juncea, se observo que las
deficiencias de Pi tienen un efecto positivo en la acumulaciéon de algunos flavonoides y
GLS, principalmente bajo alta PAR; y que bajas PAR tienden a disminuir
concentraciones de flavonoides y GLS. Puesto que el Phi no es metabolizado por la
planta, sus aplicaciones tienden a incrementar deficiencias de Pi, por lo que favorece el
incremento de algunos flavonoides y GLS como posible mecanismo de defensa al
estrés. Se observd que la respuesta a aplicaciones de Phi ya sea en la solucion o via
foliar, depende fuertemente del genotipo, las condiciones de cultivo y la concentracion
de Phi utilizada.

Palabras clave: Fosforo, Phi, Pi, Lactuca sativa, Beta vulgaris L. var. cicla, Brassica

oleracea var. capitata, Apium graveolens L., Brassica campestris, Brassica juncea.



Abstract

PHOSPHITE ON METABOLISM IN LEAFY VEGETABLES
Elias Estrada Ortiz, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2014

Higher plants do not display selective mechanisms in order to discriminate among
phosphorus species. Once phosphite (Phi) is absorbed by roots, it is highly mobile into
the xylem and phloem and its effect would strongly depend on phosphate (Pi)
sufficiency in plants. Therefore, the aims of this research were: 1) to evaluate the effect
of different concentrations of Phi added to the nutrient solution, as well as different
concentrations of Phi applied to the leaves, on agronomic, physiological and quality
variables of lettuce, chard, cabbage and celery; 2) to evaluate the effect of different
concentrations of Phi and Pi added to the nutrient solution, on flavonoids and
glucosinolates (GLS) contents of the leaf mustards Brassica campestris cv. Red Giant
and B. juncea cv. Mibuna Early cultivated under two photosynthetically active radiation
(PAR) intensities. Results showed that when adding 0.25 mol. m™ Phi in the nutrient
solution in sufficient content of Pi, total antioxidant activity and total phenols increase in
lettuce, chard and cabbage, while in celery plants antioxidant activity increases only
when adding 0.50 mol. m™® Phi under the same experimental conditions. In both B.
campestris and B. juncea, Pi deficiencies positively affect flavonoids and GLS
accumulation, mainly when PAR is high; when PAR is low, both flavonoids and GLS
accumulations diminish. As Phi is not metabolized by plants, its application increase Pi
deficiencies, and therefore an increase in flavonoids and GLS is observed, as a
possible mechanism of defense to stress. Finally, the response to Phi application either
to roots or to leaves is strongly affected by the genotype, the crop conditions and the

concentration of Phi used.

Key words: Phosphorus, Phi, Pi, Lactuca sativa, Beta vulgaris L. var. cicla, Brassica

oleracea var. capitata, Apium graveolens L., Brassica campestris, Brassica juncea.
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Capitulo 1

CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL
1.1. Absorcion de fosfito en plantas superiores

El fosfito (Phi, H,PO3") es un isdstero del anion fosfato (Pi, H,PO4) en el cual, uno de
los oxigenos unidos al atomo de P es reemplazado por hidrogeno (Carswell et al.
1996). Debido a la similitud estructural entre estos aniones y a las propiedades
cinéticas de los sistemas de absorcidn, el Phi es absorbido por transportadores de Pi

de alta afinidad a nivel membrana (d’Arcy-Lameta y Bompeix, 1991).

Las plantas superiores no presentan mecanismos selectivos que les permitan
discriminar entre especies de P. La deficiencia de Pi en plantas superiores ocasiona el
crecimiento radical, incremento de pelos radicales, y la elongacion de las raices; asi
como el descenso regulado en la induccion de enzimas tales como la fosfatasa acida,
la fosfoenolpiruvato fosfatasa y la fosfofructocinasa dependiente de pirofosfato organico
(Carswell et al., 1997). Ticconi et al. (2001) demostraron que estas respuestas no son

observadas cuando se suministra Phi.

De manera adicional, estudios pioneros de cinética revelaron que el Pi y el Phi
compiten por los sitios de unién en el sistema de transporte de Pi (Griffith et al., 1989) y
recientemente, analisis transcripcionales han demostrado la expresion de al menos dos
miembros de la familia de genes Phtl, y de los genes NtPT1 y NtPT2, en presencia de
Phi (Chen et al., 2007). Los niveles de transcriptos de transportadores de alta afinidad
de Pi incrementan bajo condiciones de deficiencia de Pi; la adicion de Phi a un medio
deficiente en Pi suprime la acumulacién de transcriptos de estos transportadores. La
expresion de LePT1 y TPSI1 parece ser menos sensitiva a Phi en comparacion con
otros genes inducidos por deficiencia de Pi. La disminucion en el nivel de transcriptos
esta asociada con el incremento en las concentraciones de Phi. La expresion de
LePS2, un gen de fosfatasa alcalina aislado de tomate (Baldwin et al., 2001) y los
genes LePS3 y TPSI1 (Liu et al., 1998) fueron también suprimidos en plantas con

deficiencia de Pi tratadas con Phi (Varadarajan et al., 2002).
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1.2. Transporte de fosfito en plantas superiores

Una vez absorbido por las raices, el Phi es altamente movil en el xilema y en el floema.
Usando cromatografia i6nica se ha observado que el Phi es altamente estable en
plantas de aguacate, persistiendo en esta forma por algunos meses (Ouimette y Coffey,
1990). Schroetter et al. (2006) coinciden en que el Phi dentro de la planta es muy

estable, debido a que s6lo una pequefia cantidad de Phi absorbido es oxidada a Pi.

En estudios sobre la absorcion foliar de Phi, Schroetter et al. (2006) reportaron
incrementos considerables en la concentracion de P en hojas de maiz, cuando éstas
fueron asperjadas con Phi. Estos autores evaluaron también los contenidos de Piy Phi
en cada segmento de la planta, registrando que en los tratamientos con aspersion foliar
de Phi, este ion fue detectable en todas las plantas de maiz, lo cual es una evidencia
de movilidad en floema y xilema. Ratjen (2005) describe resultados similares en
investigaciones realizadas en calabaza (Cucurbita pepo L.) y concluyé que el Phi es

mejor absorbido por las hojas que el Pi.
1.3. Compartimentalizacion de Phi a nivel celular

Para elucidar los mecanismos de absorcion de Phi, su distribucion celular y efectos
metabdlicos en plantas; asi como para analizar su interaccién con el metabolismo del
Pi, se ha empleado recientemente un método no destructivo in vivo de resonancia
magnética nuclear empleando *'P. Con base en las propiedades cinéticas del sistema
de transporte de fosfato de las células BY-2, se demostré que Phi inhibe la absorcion
de Pi de manera competitiva. Para seguir directamente el destino y la distribucién de
Phi y Pi en citoplasma y vacuola, se considerd el cambio quimico de sensibilidad al pH

que muestra el ion Phi (Danova-Alt et al., 2008).

Las células con deficiencia de Pi acumulan predominantemente al Phi en el citosol, y
parece que el Phi importado a las vacuolas no es un proceso favorecido bajo tales
condiciones. En contraste, células reabastecidas con Pi acumulan Phi principalmente
en vacuolas. Esta condicion favorece la absorcion vacuolar tanto de Pi como de Phi.

Sin embargo, con la misma concentracion celular de ambos iones, la intensidad de la

2
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sefal vacuolar de Pi y Phi muestran una mayor acumulaciéon de Pi que de Phi, lo cual
indica la posible existencia de diferentes elementos regulatorios que intervienen en el
transporte de Pi y Phi desde el citosol a la vacuola. Mientras la absorcion de Pi en la
vacuola tiene fines de almacenamiento, el secuestro de Phi en este organulo puede

obedecer a razones de desintoxicacion de un xenobiotico (Danova-Alt et al., 2008).
1.4. Efecto de Phi en el metabolismo celular

Si bien el Phi puede ser transportado al interior de la célula, este ion no esta
involucrado en ninguna fase del metabolismo del fésforo (produccion de ATP,
fotosintesis o respiracion); por lo que, la similitud entre los iones Pi y Phi parece
terminar en aspectos relacionados con su asimilacién. El Phi no es convertido a Pi
dentro de la planta y por tanto no participa en las rutas bioquimicas (Varadarajan et al.,
2002). Por el contrario, se ha demostrado que el Phi perturba la fosforilaciéon de
proteinas durante deficiencia de Pi. En Arabidopsis, los Phi suprimen la actividad de
enzimas nucleoliticas y la expresion de la fosfatasa acida y de los genes
transportadores de Pi (Ticconi et al., 2001). El Phi inhibe multiples respuestas inducidas
por insuficiencia de fosfato (Carswell et al., 1997). Avila et al. (2013) encontraron una
disminucion de la fosfatasa &cida al incrementar las concentraciones de Phi en
condiciones de insuficiencia de Pi. Y ademas mencionan que bajo condiciones de
suficiencia de Pi, el Phi incrementa la concentracion de catalasa, lo cual es ventajoso

ya que dicha enzima protege contra estrés oxidativo a la planta.

Los efectos del Phi en plantas son contradictorios. En especies como Allium cepa y
Brassica nigra, se ha demostrado incluso, efectos negativos del Phi sobre el
crecimiento (Sukarno et al., 1993; Carswell et al., 1996); este efecto negativo es
disminuido con el suministro de Pi (Varadarajan et al., 2002). Por el contrario, Moor et
al. (2009) indican que la fertilizacion con Phi no afecta el crecimiento de las plantas, ni
representa ventajas en términos de incremento del rendimiento en comparacién con la
fertilizacion tradicional con Pi; pero si incrementa la calidad de frutos rojos al activar los
mecanismos de defensa de las plantas lo que ocasiona sintesis de acido ascoérbico y

antocianinas.
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Los efectos negativos de Phi no son evidentes en plantas suplementadas con Pi. Los
genes que expresan los niveles de deficiencia de Pi son LePT1l, LePT2, AtPT1, y
ATPT2 (de alta afinidad Pi transportadores), los cuales fueron suprimidos por el Phi. Lo
anterior prueba que el Phi interfiere con la expresion de genes a nivel de la
transcripcion (Varadarajan et al., 2002). El Phi reprime la sefalizacion de insuficiencia
de P, lo que lleva a cambios en la composicion de la membrana fotosintética del

cloroplasto (Kobayashi et al., 2006).

En Brassica nigra, bajo condiciones de deficiencia de fosfato y abastecimiento de
fosfito en concentraciones de 1.5 a 10 mM, se observo la induccién de la actividad de
las enzimas fosfoenolpiruvato fosfatasa y la fosfofructocinasa dependiente de la
pirofosfatasa; mientras que la concentracion de proteina y la actividad de las enzimas
fosfofructocinasa dependiente de ATP y de la piruvato cinasa no fueron afectadas tanto
en plantas deficientes en P como en aquellas suficientes en este elemento. Si bien el
fosfito no es un sustrato en reacciones enzimaticas de transferencia de grupos fosforil,
otras proteinas de union a fosfato tales como los transportadores de fosfato, participan
en la absorcion de fosfato o como componentes de la traduccion de sefiales
relacionadas con la deteccion del estatus de fosfato en planta; aparentemente no

discriminan entre fosfato y fosfito (McDonald et al., 2001).

La aplicacion de Phi en papa incrementa los mecanismos de defensa contra
patégenos, ya que refuerza la pared celular incrementando el contenido de pectina; de
igual manera incrementa la quitinasa presente en tejidos de la peridermis (Olivieri et al.,
2012). También en el cultivo de papa, Lobato et al. (2011) realizaron aplicaciones de
Phi como estrategia de manejo contra Phythophtora y encontraron un incremento en
fitoalexinas, asi como un aumento en la actividad de peroxidasa y polifenol oxidasa, por
lo que dichas enzimas pueden formar parte de los mecanismos de defensa inducidos

por Phi.
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1.5. Importancia de hortalizas de hoja

México se encuentra entre los principales productores y exportadores de hortalizas en
el mundo, se ubica en cuarto lugar a nivel mundial y el primero en el continente. Otros
exportadores de gran peso son: Paises Bajos, Espafia, China, Francia, Bélgica y
Canada; los diez principales productores de hortalizas suman alrededor del 70% de la
produccion de hortalizas en el mundo. En México se producen alrededor de 70
variedades de hortalizas que se clasifican en siete grupos diferentes. Dentro de las
hortalizas de hoja mayormente producidas en México tenemos: col de Bruselas, col
china, repollo, brocoli, espinaca, acelga, lechuga, nabo, berro, papalo, quelite, entre

otras (Financiera Rural, 2008).

Las hortalizas de hoja verde son un importante componente de una dieta saludable, ya
gue son una fuente importante de vitaminas, minerales y nutrimentos, es por ello que
de manera internacional se promueve su consumo para mejorar la nutricion. Su
consumo regular y en cantidades suficientes puede ayudar a prevenir enfermedades

cardiovasculares y ciertos tipos de cancer (Taban y Halkman, 2011).

En afos recientes se ha comprobado que las hortalizas de hoja pertenecientes al
género Brassica tienen una gran cantidad de antioxidantes naturales que incluyen
vitaminas, carotenoides y compuestos fendlicos. Cantidades de antioxidantes naturales
en la dieta, como los flavonoides son muy importantes ya que son capaces de actuar
como reductores de especies reactivas de oxigeno (ROS), por lo que pueden ayudar a

disminuir enfermedades cardiovasculares y cancer (Podsedek, 2007).

Se ha reportado que el consumo en cantidades adecuadas de hortalizas de hoja, trae
consigo grandes beneficios a la salud, muchos estudios sefialan que su consumo esta
asociado con la disminucion de la incidencia de enfermedades como la diabetes tipo 2.
Su posible beneficio se asocia al contenido de antioxidantes ya que contribuyen a la

reduccion del estrés oxidativo sistémico (Carter et al., 2010).
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CAPITULO 2. RESPUESTA DE LECHUGA A APLICACIONES A LA RAIZ DE
FOSFITO

2.1. INTRODUCCION

Después del nitrogeno, el fésforo (P) es el segundo macronutrimento que de manera
més frecuente limita el crecimiento de las plantas. EI P es un importante
macronutrimento de la planta, que llega a representar hasta el 0.2% del peso de
materia seca vegetal. Es un componente clave en moléculas como acidos nucleicos,
fosfolipidos, azlcares fosforilados y ATP (Schachtman et al., 1998; Berkowitz et al.,
2013). El P es un elemento esencial para el desarrollo y reproduccién de la planta, y es
requerido en grandes cantidades. Sus funciones no pueden ser realizadas por ningun
otro elemento y sin la cantidad suficiente la planta no expresara su maximo potencial
en rendimiento, ya que el nutrimento juega un papel importante en el almacenamiento y
transferencia de energia en las células vegetales (Fageria, 2008), participa en la
sintesis de proteinas y es constituyente de numerosos compuestos imprescindibles en
el metabolismo vegetal (Alcantar et al., 2007). ElI P también esta involucrado en el
control de reacciones enzimaticas y en la regulacion de rutas metabdlicas (Theodorou y
Plaxton, 1993).

El P es absorbido y asimilado por la planta en forma de fosfato (H,PO,, Pi). El fosfito
(H2POg3", Phi) es un anéalogo del fosfato en donde un grupo hidroxilo es reemplazado
por un atomo de hidrégeno. El Phi entra a la célula via transportadores de Pi, por lo que
compite en la absorcion con Pi y es movil dentro de la planta (Ouimette y Coffey, 1989;
Danova-Alt et al., 2008).

El Phi tiene efectos directos e indirectos sobre el crecimiento de las plantas y es
considerado como un producto muy valioso en aplicaciones agricolas. Phi inhibe el
proceso de sintesis de la pared celular, la formacion de micelio y las funciones del
citoesqueleto del hongo Phytophthora cinnamomi (King et al., 2010). En algunas
especies como Brassica napus, se han demostrado incluso, efectos negativos del Phi

sobre el crecimiento (Carswell et al., 1997). Por otro lado, se ha encontrado que la
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adicion de Phi en plantas de fresa tuvo respuestas diferenciales en funcion de la etapa
fenologica; por ejemplo en fructificacion, la adicion de 30% del P total como Phi
estimulé el metabolismo de la planta, incrementandose las concentraciones de
clorofilas a, b y total, aminoacidos y proteinas; mientras que en floracion se observaron
efectos positivos con la adicion de 20 % del P como Phi sobre la concentracién de

azucares totales en hojas (Estrada-Ortiz et al., 2011).

Una dieta rica en hortalizas y frutas se asocia con una vida sana y bajas probabilidades
de enfermedades cardiovasculares y cancer (Hooper y Cassidy, 2006). Los efectos
benéficos sobre la salud se asocian a que las frutas y hortalizas poseen una gran
cantidad de vitaminas y fitoquimicos como acido ascérbico, carotenoides, polifenoles y
fibora que son parte fundamental de lipoproteinas, membranas y ADN (Szeto et al.,
2004). La lechuga forma parte de la familia Asteraceae, es una de las hortalizas mas
consumida en ensaladas y actualmente se considera como un alimento saludable
(Dupont et al.,, 2000). De hecho en algunos estudios se han observado efectos
benéficos de la ingesta de lechuga sobre la salud, ayudando a prevenir enfermedades

cardiovasculares en ratas y humanos (Nicolle et al., 2004; Serafini et al., 2002).

Con base en lo mencionado anteriormente en esta investigacion se planteé como
objetivo evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Phi adicionadas a la
solucién nutritiva, sobre indicadores agrondmicos, fisioldgicos y de calidad, en el cultivo

de lechuga (Lactuca sativa L.) cultivar Climax.

2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

La investigacion se realizé durante el verano de 2011, en un invernadero tipo cenital,
localizado a 19° 29 latitud norte, 98° 53" longitud oeste y a una altitud de 2,250 m. El
material vegetal utilizado fue lechuga (Lactuca sativa L.) cultivar Climax, cultivada en un
sistema hidroponico de raiz flotante con oxigenacion. Las temperaturas maxima,
minima y promedio durante el desarrollo del experimento fueron 35.8, 5.2 y 18 °C,
respectivamente. La intensidad luminosa tuvo un promedio de 280 umol m? s™.

10
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2.2.2. Tratamientos y disefio experimental

Se evaluaron tres diferentes soluciones nutritivas diferenciandose entre si por las
concentraciones de Phi. Las soluciones se formularon tomando como referencia la
solucién nutritiva Steiner (1984) al 100% preparada con reactivos grado analitico,
utilizando 1.06 g L™ de Ca(NOs), 4H,0; 0.30 g L™* de KNO3; 0.14 g L™ de KH,POy;
0.49 g L™ de MgSO, 7H,0 y 0.26 g L™ de K,S0,. La solucién nutritiva se complementé
con micronutrimentos en las siguientes concentraciones: 1.6 mg L™ de Mn; 0.11 mg L™
de Cu; 0.86 mg L™ de B; 0.023 mg L de Zn y 0.048 mg L de Mo. El hierro se
abasteci6 como Fe-EDTA a una concentracion de 5 mg L™ a partir de una solucién

concentrada preparada segun lo describen Steiner y van Winden (1970).

Para la preparacion de la solucion nutritiva se empleé agua de pozo profundo, de la
cual se obtuvo el analisis nutrimental (Cuadro 1) y de esa manera poder saber de que

disposicion nutrimental se partio para la elaboracion de las soluciones nutritivas.

Cuadro 1. Andlisis nutrimental del agua de riego utilizada en el experimento (en mol,

m).

N-NO3 P-H.,PO, S-SO,~ K ca®” Mg**

molc m?®  0.294 0.062 0.186 0.100 1.356 2.527

La concentracion de Phi en la solucién fue evaluada a las siguientes concentraciones:
0, 0.25 y 0.5 mol. m>. El Phi se obtuvo a partir de acido fosforoso grado analitico
(Sigma-Aldrich). EI pH de la solucién nutritiva se mantuvo entre 5.5 y 5.8 ya que se
considera un pH 6ptimo para la disponibilidad de Phi (Hanrahan et al., 2005), el cual se
ajusto adicionando H,SO4 al 97% y NaOH 1 N.

La unidad experimental estuvo constituida por seis plantas en un sistema hidropoénico
de raiz flotante. Cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones. Se utiliz6 disefio

experimental completamente al azar.

11
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2.2.3. Manejo del cultivo

Previamente a la instalacion del experimento, el 12 de junio de 2011, se pusieron a
germinar semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) cv. Climax, en una mezcla de turba
con perlita (70:30 V/V) previamente humedecida y colocada en charolas de plastico
negras de 200 cavidades. Posteriormente a la siembra se cubrieron con un plastico

negro para mantener en oscuridad y conservar la humedad hasta su emergencia.

Después de la emergencia se realizaron riegos diarios con agua durante una semana,
a fin de mantener la humedad. Después de ello se comenzaron a realizar riegos con
solucion nutritiva Steiner al 25% diariamente, hasta el momento del trasplante, a fin de

tener plantas vigorosas.

Previo al trasplante se construyd un sistema de raiz flotante, el cual fue hecho con
madera por lo cual se corté y clavd, para construir cajas de 80 x 40 x 20 (largo x ancho
x profundidad) las cuales se forraron con plastico negro calibre 600 (cada caja fue
considerada como una unidad experimental). El sistema de oxigenacién se coloco
pegado al fondo de las cajas, para lo cual se utiliz6 manguera de latex tipo espagueti, a
la cual se conecté en los extremos una bomba de aire de dos salidas por cada 3

unidades experimentales lo cual permitié tener oxigenada la raiz.

Cada unidad experimental tuvo como soporte placas de unicel, las cuales ademas
sirvieron para mantener aislado al material vegetal de la solucion nutritiva y evitar

dafios en tejido aéreo por quemaduras.

Previo al trasplante, se preparoé la solucion nutritiva de Steiner al 50% (ajustandose con
la concentracién nutrimental del agua de pozo referida en el Cuadro 1), se ajusto el pH
a 5.5 y se colocaron los soportes de unicel. El 4 de julio (22 dias después de la
siembra) por la tarde se realizo el trasplante, para lo cual se utilizaron vasos de plastico
no. 4 (118 mL) previamente perforados en el fondo, en los cuales se colocé la plantula
de lechuga, rellenando los espacios libres con agrolita. Cabe sefialar que la aplicaciéon

de tratamientos se inicié el mismo dia del trasplante.
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El sistema de oxigenacion se programO con un temporizador, realizando catorce
programaciones distribuidas de la siguiente manera: cada hora de 8:00 AM a 8:00 PM
durante el diay a las 12:00 AM y 4:00 AM durante la noche teniendo una duracién cada
una de un minuto, dando un total de 14 min de oxigenacion diarios durante todo el

experimento.

El nivel de la solucion nutritiva y el pH se ajustaron cada tercer dia. Se realizo el
cambio de la solucién nutritiva cada 10 dias, incrementando la concentracion de la
solucién nutritiva Steiner de acuerdo al desarrollo del cultivo, aproximadamente a los 20

dias después del trasplante se incremento al 75% y a los 40 dias al 100%.

La cosecha se realizd cuando la lechuga alcanzdé un tamafio comercial ( 51 dias
después del trasplante). Al momento de la cosecha se realizaron muestreos de todos
los tratamientos, y se congelaron ocho plantas por tratamiento a -80 °C para su
posterior analisis. De igual manera ocho plantas de lechuga por tratamiento se llevaron

a una estufa de secado.

2.2.4. Variables evaluadas
2.2.4.1. Indicadores agronémicos
2.2.4.1.1. Materia fresca de vastago, bola y volumen de raiz

Al final del ciclo, la planta se separé en parte aérea y raiz. De esta manera se
determind el peso de la materia fresca de vastago y de la bola (parte comercial)
empleando una balanza granataria. Para determinar el volumen de raiz se utilizaron

probetas de cristal de 250 mL.

2.2.4.1.2. Materia seca de bolay raiz

La bola y raiz se colocaron en una estufa de aire forzado (Riossa, HCF-125D, México)
durante 72 h a una temperatura de 70 °C, asegurandose de tener un peso constante en
el material vegetal. Se evalu6 el peso de biomasa seca de bola y de raiz en una

balanza analitica.
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2.2.4.2. Indicadores de calidad
2.2.4.2.1. Actividad antioxidante total

Se utilizé una metodologia empleada por Castafieda et al., 2008; Chizzola et al., 2008;
Ibarra et al., 2011; Kuskoski et al., 2005; Scherer y Teixeria, 2009, con algunas
modificaciones, como se indica a continuacion. Se procedio a pesar 100 mg de tejido
vegetal previamente macerado y homogenizado con nitrégeno liquido, se agreg6 1.5
mL de etanol al 60%, y se dej6 reposar durante 24 h en refrigeracion a 3 °C. Al
siguiente dia se centrifugd durante 20 min a 4 °C y a 15000 rpm; en un tubo de
reaccion se colocaron 400 pL del sobrenadante, 600 pL de metanol al 80%, finalmente
se agregdé 1 mL de solucién de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) y se agitdé en vortex.
Transcurridos 15, 30 y 60 min de agregado el DPPH se ley6 en un espectrofotdmetro
(Thermo Fisher Scientific, Genesys 10 UV, Madison, WI 53711, USA) a una longitud de
onda de 517 nm. Se utilizé trélox (6-hidroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic
acid) como estandar. En la metodologia se utilizaron 2 blancos, uno para calibrar el
espectrofotometro (400 puL de etanol al 60% mas 600 uL de metanol al 80%) vy el

segundo blanco fue utilizado en la curva estandar (sin trolox).

2.2.4.2.2. Fenoles totales

La extraccion se realiz6 de acuerdo al método de Folin y Ciocalteu descrito por
Waterman y Mole (1994), utilizando la metodologia empleada para material vegetal
sélido. Para lo cual se pesaron 100 mg de hojas previamente maceradas Yy
homogenizadas con nitrogeno liquido, posteriormente se le agreg6é 500 pL de metanol
al 80% (previamente enfriado a 4 °C); posterior a ello se centrifugé durante 20 min a 4
°C vy a 15000 rpm. En un tubo de reaccién se coloco 50 pL del sobrenadante, se
adicion6 50 pL de agua desionizada, 100 pL de reactivo de Folin, se agité en vortex (se
cronometrd el tiempo a partir de agregado el reactivo de Folin). Después de 1 y antes
de 8 min, se agregd 200 pL de Na,COg3 al 20 %. Se dejo reposar 2 h en oscuridad y se
ley6 a 760 nm en un espectrofotbmetro (Thermo Fisher Scientific, Genesys 10 UV,

Madison, WI 53711, USA). Se utiliz6 acido galico como estandar.
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2.2.4.2.3. Flavonoides totales

Se realiz6 una complementacion entre las metodologias empleadas por Ghasemi et al.
(2009), Ebrahimzadeh et al. (2008) y Nanyonga et al. (2013). En donde se pesaron 75
mg de hojas previamente maceradas con nitrdgeno liquido, se le agregé 1.5 mL de
metanol al 80% y se incubd durante una hora a 70 °C; cuando el material se enfrio se
procedio a centrifugar durante 20 min, a 4 °C y a 15000 rpm. En un eppy se colocaron
200 pL del sobrenadante, se agregaron 600 pL de metanol al 80%, 40 uL de cloruro de
aluminio al 10 %, 40 pL de acetato de potasio 1 M y 1120 yL de agua destilada y se
agitdé al agregar cada solucion. Se dejo reposar la solucion durante 40 min a
temperatura ambiente y a oscuridad y se ley6 en un espectrofotometro (Thermo Fisher
Scientific, Genesys 10 UV, Madison, WI 53711, USA) a 451 nm. Para el calculo se
utilizé la ecuacion obtenida a partir de la elaboracion de la curva estandar con

guercetina.

2.2.4.2.4. Concentracién de acido ascoérbico

Se utiliz6 el método de la AOAC (Boland, 1990), por titulacién con solucién de Tillman
(DFI-2,6 diclorofenol indofenol 0.02%). Se usaron 3 g de material vegetal previamente
homogenizado y molido con nitrégeno liquido y se licuaron con 50 mL de &cido oxalico
(0.5%), inmediatamente se procedié a centrifugar durante 10 min a 4 °C a 15 000 rpm.
Se tomaron 5 mL del sobrenadante y se titularon con la solucién de Tillman hasta notar
el vire de color a rosa palido visible por un minuto. Para el calculo se utilizé la ecuacion

obtenida a partir de la elaboracion de la curva estandar con acido ascorbico.
2.2.4.3. Indicadores fisiolégicos
2.2.4.3.1. Concentracion de clorofilas a, b y total

Se determiné por el método de Harborne (1973), se pes6 0.3 g de material vegetal, se
utilizé6 10 mL de acetona como extractante, y se dejo reposar 24 h en oscuridad. Las

muestras se analizaron en un espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, Genesys 10
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UV, Madison, WI 53711, USA) a 663 y 645 nm. Posteriormente se realizé el calculo de

clorofilas a, b y totales utilizando las siguientes ecuaciones.

(12.7%Ag63) —(2.59%Ag45)*V
1000*P

Clorofila a =

(22.9%A645)— (4.68+A¢63)*V
1000*P

Clorofila b =

(820*A663)+(202*A645)*V
1000*P

Clorofila total =

Donde:

A = Absorbancia, los subindices indican la longitud de onda (en nm)
V= Volumen aforado (mL)

P= Peso de la muestra (g)

1000= Factor de conversion

La concentracidn se expresa en: mg g'1 PMF

2.2.4.3.2. Azlcares totales en hojas

Se determind por el método descrito por Southgate (1976). A un gramo de tejido
vegetal finamente picado (previamente almacenado a -80 °C) se le agregan 50 mL de
etanol al 80%, posteriormente se llevo a ebullicion en una plancha caliente, se retir6, se
filtr6 y se aforé a 20 mL. Se tomé un mL de la solucion y se evapor6 en bafio de agua
caliente; posteriormente se diluyo en 20 mL de agua destilada. Para la lectura se tomo
1 mL de la muestra, se agregaron 2 mL de agua destilada y 6 mL de solucion de
antrona en Aacido sulfurico; se colocaron 3 min en bafio de agua caliente y
posteriormente se realiz6 la lectura. La absorbancia se midié a una longitud de onda de
620 nm en un espectrofotdmetro (Thermo Fisher Scientific, Genesys 10 UV, Madison,
WI1 53711, USA). Se utilizd sacarosa como estandar para elaborar la curva estandar.

2.2.4.3.3. Aminoacidos libres totales
16
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Se realiz6 la extraccion etandlica siguiendo la metodologia de Geiger et al. (1998) y se
empled el método de la ninhidrina (Moore y Stein, 1954). Se utiliz6 leucina para la
elaboracién de la curva estandar y se ley6 a una longitud de onda de 570 nm en un
espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, Genesys 10 UV, Madison, WI 53711,
USA).

2.2.4.3.4. Proteinas solubles totales

Se realiz6 una extraccidon de acuerdo a lo descrito por Hofner et al. (1989). La
cuantificacion se realizd empleando la solucion de Bradford (1976) y utilizando
albumina de suero bovino como proteina estandar; posteriormente se tomé lectura a
las muestras en un espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, Genesys 10 UV,
Madison, W1 53711, USA) a una longitud de onda de 640 nm.

2.2.4.4. Concentracion nutrimental

Se utilizé material vegetal secado en la estufa y finamente molido, se realizé el analisis
de N total empleando el método Semimicro-Kjeldahl descrito por Bremner, 1965. Las
determinaciones de P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn y B se realizaron mediante digestién
hameda del material seco con una mezcla de acidos perclérico y nitrico (Alcantar y
Sandoval, 1999). A los extractos obtenidos se les tomé lectura en un equipo de

espectrometria de emision e induccién por plasma (ICP-VARIAN 725-ES).

2.2.5. Analisis estadistico

Se realizaron pruebas preliminares de datos, entre ellas la de Shapiro-Wilk y
Kolmororov-Smirnov para corroborar que los datos tuvieran una distribucion normal y
las pruebas de Levene, O’Brien y Bartlet para verificar la homogeneidad de varianzas.
Posteriormente se realiz6 un analisis de varianza (PROC ANOVA) de los datos
obtenidos y las medias fueron comparadas usando la prueba de Tukey (a < 0.05 %),
para lo cual se utilizé el programa estadistico System Analytic Statistical, version 9.3
(SAS Institute Inc., 2011).
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1. Indicadores agronémicos
2.3.1.1. Peso fresco de vastago, bolay volumen de raiz

El peso fresco de vastago, bola y volumen de raiz en lechuga no fueron afectados
significativamente por los tratamientos evaluados, se observo que mientras se mantuvo
el nivel de Pi en suficiencia el peso fresco y volumen de raiz no disminuyeron
significativamente al incrementar la concentracion de Phi en la solucidon nutritiva
(Cuadro 2). En estudios realizados en espinaca, apio, espinaca japonesa (Komatsuna)
y lechuga, para evaluar relaciones fosfato-fosfito, se encontré6 que a medida que se
incrementd la concentracion de Phi, el crecimiento de las plantas disminuy6 (Thao y
Yamakawa, 2008; Thao et al., 2008a, 2008b), lo que difiere con los resultados

obtenidos en lechuga en nuestro experimento.

Cuadro 2. Volumen de raiz y acumulaciéon de materia fresca de lechuga cv. Climax con

aplicaciones de fosfito en la solucion nutritiva.

Fosfito Volumen de raiz Bola Véastago
(mol, m™) (cm®planta ™) (g planta™ PF) (g planta ™ PF)
0.00 37.75 a’ 355.75 a 686.58 a
0.25 34.50 a 366.44 a 695.97 a
0.50 33.50 a 384.34 a 665.54 a
DHSY 10.59 38.36 57.93
Pr>F 0.5800 0.1991 0.9082

“Valores con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). YDHS:

Diferencia honesta significativa. *PF: peso fresco.

2.3.1.2. Peso seco de bolay raiz

El peso seco de bola y de raices de lechuga, no fue significativamente afectado por la

adicién de Phi a la solucion nutritiva (Cuadro 3) (p=0.61y p=0.30 respectivamente).
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Cuadro 3. Acumulacion de biomasa en raiz y bola de lechuga cv. Climax en respuesta

a tratamientos con fosfito a la solucién nutritiva.

Fosfito Raiz Bola
(mol. m™) (g planta™® PS*) (g planta™® PS)
0.00 1.83a* 20.23 a
0.25 1.78 a 19.40 a
0.50 1.53 a 14.08 a
DHSY 0.87 11.27
Pr>F 0.6072 0.3027

“Valores con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). YDHS:

Diferencia honesta significativa. “PS: peso seco.

Thao et al. (2009) encontraron en lechuga que al adicionar Phi y Pi (en niveles de
suficiencia) a la solucion nutritiva en plantas sanas, no existio efecto positivo de Phi
sobre el crecimiento de las plantas. Bajo un nivel de suficiencia de P en el cultivo de
fresa, no hubo efectos en el peso seco de vastago por la adicién de Phi (Estrada-Ortiz
et al., 2012). Los resultados anteriores concuerdan con los obtenidos en el presente

experimento.

2.3.2. Indicadores de calidad
2.3.2.1. Actividad antioxidante total

En lechuga se observo que en el minuto 60 de incubacion, la actividad antioxidante se
incrementd marcadamente con respecto al minuto 15 y 30 (Figura 1). Se observo
también que en los minutos de incubacion 15 y 30 la mayor actividad antioxidante se
registré al adicionar 0.25 mol. m™ de Phi via raiz (15 min, p=0.0011; 30 min, p=0.0098)
y en el minuto 60 se observd que una mayor concentracion de Phi via raiz (0.50 mol.

m?), favorecié el incremento de la actividad antioxidante, sin haber diferencias
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estadisticas con la adicién de 0.25 mol, m™ de Phi via raiz. Lo cual nos indica que el
incremento en la actividad antioxidante es una respuesta fisiolégica al estrés

provocado por Phi en la planta de lechuga.

Un caso similar pero con diferentes agentes de estrés es reportado por Eraslan et al.
(2007), ellos estudiaron tratamientos de estrés en lechuga causados por salinidad (40
mM), boro (300 uM) y su combinacion, encontrando un incremento en el radical H,O,
(peroxido de hidrogeno) por efecto de los tratamientos con respecto al testigo,
principalmente en la combinacion salinidad con boro, pero de la misma manera
encontraron un incremento en la actividad de las enzimas superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX), por lo que ante la presencia de radicales
libres estas enzimas realizaron una rapida detoxificacion. La enzima SOD reacciona
con superoéxido (O27) formando H,O, (Bowler et al.,, 1992) y en ausencia de enzimas
como CAT y APX, H,0O, se acumula en los tejidos en grandes cantidades. La APX

reduce al H,O, a agua a través de la ruta Halliwell-Asada (Foyer y Halliwell, 1976).

—A— 0.00 mol. m® Phi —®— 0.25mol. m™® Phi —%— 0.50 mol. m™ Phi
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Figura 1. Actividad antioxidante total determinada por el método DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazil) en hojas de lechuga cv. Climax en respuesta a diferentes concentraciones
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de fosfito en la solucion nutritiva. Medias con letras distintas en cada tiempo de
evaluacion son estadisticamente diferentes (Tukey, 0,05). (15, p=0.0011; 30, p=0.0098;
60, p=0.0004). PF=peso fresco.

2.3.2.2. Fenoles totales

Se observé que el mejor tratamiento fue con 0.25 mol. m™> de Phi en la solucién

nutritiva, observandose un incremento de 23.5% con respecto al testigo, también fue

-3

claro que al agregar Phi a una concentracion de 0.50 mol. m™ se present6 una

disminucién de fenoles totales del 56% con respecto al testigo, en hojas de lechuga
(Figura 2).

Kim et al. (2007) realizaron aplicaciones de tratamientos con metil jasmonato en la
solucién nutritiva de 0.05, 0.1, 0.25 y 0.5 mM en el cultivo de lechuga y encontraron que
utilizando como fuente de estrés al metil jasmonato lograron incrementar la
concentracion de compuestos fendlicos totales, particularmente sefialan que al
adicionar 0.5 mM de metil jasmonato se tuvo un incremento de 32.6% de fenoles
totales con respecto al testigo.
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Figura 2. Concentracion de fenoles totales en hojas de lechuga cv. Climax en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias + DE
con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey 0,05). (p=0.0001). PF=peso

fresco.

En un estudio posterior Kim et al. (2008) investigaron el efecto del estrés salino en el
incremento de compuestos fendlicos en lechuga suministrando tratamientos cortos de
dos dias antes de la cosecha (0, 50, 100, 500 y 1000 mM de NaCl) y tratamientos
largos durante 15 dias antes de la cosecha (0, 5, 50, 100 y 200 mM de NaCl) y no
encontraron resultados positivos, encontrando una disminucién entre 18 y 25 % con los

tratamientos mas concentrados (100-1000 mM de NacCl).
2.3.2.3. Flavonoides totales

Al aplicar Phi via raiz en lechuga se observo una disminucién de flavonoides como se
observa en la Figura 3, pudiéndose observar una concentracion superior de flavonoides
en el testigo, siendo superior estadisticamente al tratamiento con 0.25 mol. m™; sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas del testigo con el tratamiento de
0.50 mol. m™ (Figura 3).
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Figura 3. Concentracion de flavonoides totales en hojas de lechuga cv. Climax en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva. Medias + DE
con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey 0,05). (p=0.0478). PF=peso
fresco.

Bahorun et al. (2004) reportan una concentracion de flavonoides totales de 87ug g™ PF
utilizando como estandar quercetina en el cultivo de lechuga (Lactuca sativa L. var.
Mignonette). Por otro lado DuPont et al. (2000) cuantificaron los flavonoides de ocho
variedades de lechuga: Iceberg, Green batavia, Cos remus, Green salad bowl, Green
oak leaf, Red oak leaf, Lollo biondo y Lollo rosso, encontraron concentraciones de 0.3,
0.7, 9.6, 19.9, 32.9, 76.2, 95.7 y 87 pg g PF respectivamente, por lo que dicha
concentracion de flavonoides totales, se atribuye a la variedad y cultivar empleado en

su determinacion.
2.3.2.4. Concentraciéon de acido ascérbico

De manera similar a lo observado en flavonoides totales, en la concentracién de
vitamina C se observl la misma tendencia, e incluso con mayor claridad, ya que a
medida que se incremento la concentracion de Phi en la solucion nutritiva, se observo

una disminucioén en la concentracion de acido ascorbico.

Thao et al. (2009) no encontraron efecto de aplicaciones de fosfito en hojas de lechuga
y sefalan que no tiene efecto en la biosintesis de &cido ascérbico; en nuestro
experimento en cambio se observaron efectos negativos con aplicaciones en el mismo
cultivo. Por otro lado Moor et al. (2009) encontraron que aplicaciones de Phi

incrementaron la concentracion de acido ascérbico en frutos de fresa.
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Figura 4. Concentracién de acido ascorbico en hojas de lechuga cv. Climax en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva. Medias + DE
con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0001). PF=

peso fresco.

2.3.3. Indicadores fisiolégicos
2.3.3.1. Concentracion de clorofila a, b y total

La aplicacion de Phi en la solucién nutritiva incremento la concentracion de clorofila a, b
y total en hojas (Figura 5). Al adicionar 0.25 mol. m™> de Phi a la solucién nutritiva en
lechuga, se observé un incremento de 26.3, 60 y 33.3% en clorofilas a, b y total,
respectivamente, y al adicionar 0.50 mol. m™ de Phi a la solucién nutritiva en lechuga,
las clorofilas a, b y total se incrementaron 71.1, 100 y 77.1%, respectivamente, con

relacion al testigo.
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Figura 5. Concentracion de clorofilas a, b y total en hojas de lechuga v. Climax en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias + DE
con letras distintas en cada variable son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (Chl
a, p=0.0095; Chl b, p=0.0095; y Chl total, p=0.0082). PF= peso fresco.

El P es un nutrimento que tiene influencia sobre la estabilidad de la molécula de
clorofila (Bojovi¢ y Stojanovi¢, 2006). El Phi reprime la sefializacion de insuficiencia de
P, lo que lleva a cambios en la composicion de la membrana fotosintética del
cloroplasto (Kobayashi et al., 2006). En concordancia, Estrada-Ortiz et al. (2011)
encontraron un incremento en la concentracion de clorofilas a, b y total al adicionar
30% de P en forma de Phi a la solucién nutritiva en hojas de fresa en etapa de

fructificacion.
2.3.3.2. Azulcares totales en hojas

Se observé un incremento de un 72.5% en azdcares totales al adicionar 0.25 mol. m™
de Phi via raiz con respecto el testigo. De la misma manera en la Figura 6 se puede
observar que concentraciones superiores a 0.25 mol. m™ de Phi via raiz pueden tener
efectos negativos en la acumulacion de azlcares totales en lechuga. Coincidiendo con
estos resultados Estrada-Ortiz (2010) en el cultivo de fresa, observd que durante la

etapa de floracion se dio un incremento de azucares totales en hojas adicionando el
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20% de fésforo en forma de fosfito en la solucién nutritiva y cantidades superiores

tuvieron efectos negativos en su acumulacion.
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Figura 6. Concentracion de azucares totales en hojas de lechuga cv. Climax en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias + DE
con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0013). PF=

peso fresco.

Es bien sabido desde hace afios, que los azlcares no funcionan Unicamente como
sustratos para sostener el crecimiento de tejidos demandantes, sino que, también son
importantes moléculas sefializadoras que regulan el metabolismo de fuente y demanda

(Roitsch, 1999). Por lo que tienen una fuerte influencia en el rendimiento de las plantas.
2.3.3.3. Aminoécidos libres totales

La adicién de 0.25 mol. m™ de Phi incrementé significativamente la concentracién de
aminoacidos (Figura 7) con relacién a los demas tratamientos (p=0.0001).

26



Capitulo 2

Aminoacidos libres totales
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Figura 7. Concentracion de aminodacidos libres totales en hojas de lechuga cv. Climax
en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. + DE con
letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05) (p=0.0001). PF= peso

fresco.

Berkowitz et al. (2013) encontraron que Phi disminuye los niveles de aminoacidos como
asparagina, aspartato, glutamato y serina. Asimismo, se ha observado una disminucion
de aminoé&cidos en condiciones de limitacion fuerte de P en Arabidopsis (Morcuende et
al., 2007). Estos resultados coinciden con los aqui obtenidos cuando la concentracion

de Phi en la solucién nutritiva se incrementd a 0.5 mol, m=

en lechuga. Estos
resultados son importantes, dado que diversos estudios recientes han identificado una
funcién primaria de metabolitos como los aminoacidos, en el establecimiento de la
resistencia contra patégenos en plantas (Chanda et al., 2011; Hwang et al., 2011;
Stuttmann et al., 2011; Voll et al., 2012), ya que al alterarse los niveles de metabolitos

especificos en las rutas metabdlicas de plantas pueden inducir resistencia a patégenos.

2.3.3.4. Proteinas solubles totales

La concentracion de proteinas en hojas de lechuga siguié una tendencia similar a la

mostrada en la concentracion de aminoacidos libres totales en respuesta al suministro
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de Phi. La concentracion de proteina en hojas de lechuga fue superior en el tratamiento
con 0.25 mol. m® de Phi (Figura 8). Sin embargo, este tratamiento no fue

estadisticamente diferente al testigo.
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Figura 8. Concentracion de proteinas solubles totales en hojas de lechuga cv. Climax
en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la soluciéon nutritiva. Medias *
DE con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05) (p=0.01). PF=

peso fresco.

Estrada-Ortiz et al. (2011) encontraron que concentraciones de 30% de P total en
forma de Phi suministrado a la solucién nutritiva, incrementd la concentracion de
proteinas en hojas de fresa y concentraciones mayores la disminuyen. Dicho
comportamiento es muy similar a lo encontrado en el presente experimento ya que al
adicionar 0.25 mol. m™ de Phi a la solucién nutritiva se promovié una mayor
concentracion de proteinas en lechuga, en tanto que la concentracién de Phi mas alta

evaluada (0.5 mol. m™) la redujo.
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2.3.4. Concentracion nutrimental

De manera general la concentracion de macronutrimentos fue mayor en raiz que en
vastago, independientemente de los tratamientos con Phi, excepto en N, en donde la
concentracion en raiz y vastago fue muy similar (Cuadro 4). En véastago y raiz de
lechuga, no se observo ningun efecto significativo en la concentracion de Ny S al
adicionar diferentes concentraciones de Phi a la solucion nutritiva, aunado a esto, en

raiz no se presentaron diferencias significativas en la concentracién de Ky Mg.

Cuadro 4. Concentracion de macronutrimentos en vastago y raiz de lechuga cv. Climax

en respuesta a tratamientos con fosfito en la solucion nutritiva.

) Phi Concentracion (g kg™ PS¥)
Tejido
(mole. m™®) N P K Ca Mg S

Vastago 0.00 26.40 a 5.14 b* 12.15b 3.99ab 191b 1.86a
0.25 27.95a 594ab 1468ab 358b 1.84b 1.86a
0.50 26.80 a 7.75 a 17.27a 5.11a 250a 253a
DHSY 6.49 2.10 4.38 1.32 0.57 0.68
Pr>F 0.79 0.02 0.03 0.03 0.02 0.03

Raiz 0.00 26.65 a 13.24 b 13.84a 1221ab 284a 7.27a
0.25 27.35a 16.32 a 14.18a 13.73a 2.89a 7.71a
0.50 26.75 a 13.54 b 1450a 9.86b 260a 6.42a
DHS 3.47 2.73 2.01 3.46 0.34 2.87
Pr>F 0.83 0.02 0.67 0.04 0.09 0.47

“Valores con letras distintas en cada macronutrimento por érgano, son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05). ’DHS: Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.

Por otro lado en el vastago se observo un incremento de la concentracion de P, K, Cay
Mg al adicionar 0.50 mol. m™ en la solucién nutritiva, mientras que en raiz se observé
un incremento en la concentracién de P y Ca al adicionar 0.25 mol. m™ en la solucién
nutritiva. Normalmente el P interactlia de manera positiva a manera de sinergismo con
N, Ky Mg y tal efecto positivo normalmente se asocia con un incremento en

crecimiento y rendimiento de los cultivos (Fageria, 2009).

29



Capitulo 2

En micronutrimentos se observo en vastago, que la concentraciéon de Zn y Mn no tuvo
variaciones estadisticamente significativas al adicional Phi a la solucion nutritiva,
mientras que en raiz no se observo ningun efecto en concentraciones de Cu y Mn
(Cuadro 5). Por otro lado en vastago se observo una mayor acumulacion de Fe, Cu, By
Na al adicionar 0.50 mol. m™ en la solucién nutritiva, mientras que en raiz se observo la
mayor concentracién de Fe, Zn y B al adicionar 0.25 mol. m™ en la solucién nutritiva;

sin embargo, para Na se observo la mayor concentracion en raiz sin la adicion de Phi.

Cuadro 5. Concentracion de micronutrimentos y sodio en vastago y raiz de lechuga cv.

Climax en respuesta a tratamientos con fosfito en la solucion nutritiva.

) Phi Concentracion (mg kg™ PS¥)
Tejido

(mol. m™) Fe Cu Zn Mn B Na

Vastago 0.00 76.63ab 4.11b 21.83a 3858a 78.99b 1490.20b
0.25 67.48b* 543ab 2591a 37.61la 86.40a 1552.20b
0.50 93.69 a 749a 26.6la 54.67a 90.33a 2025.00a

DHSY 17.78 2.81 11.35 19.50 6.34 365.72
Pr>F 0.0078 0.0250 0.4767  0.0650 0.0023 0.0054
Raiz 0.00 7263 b 4521a 43.21b 469.63a 107.03a 6134a

0.25 l6666a 52.97a 56.12a 664.34a 104.06a 53839b
0.50 10223 b 4285a 48.29ab 557.52a 93.53b 5457.6b
DHS 5509.20 18.09 12.39 258.29 a 6.75 675.48
Pr>F 0.0030 0.3103 0.0490 0.1600 0.0008 0.0237

“Valores con letras distintas en cada micronutrimento por érgano, son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05). ’DHS: Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.

Avila et al. (2012) encontraron que bajo condiciones de suficiencia de P, al adicionar
Phi en concentraciones altas en frijol (50 y 100 mg de Phi dm™ de suelo seco),
observaron un incremento de N, Ca, Mg, S, B, Zn, Cu, Mn en vastago, mencionan
también que en las mismas condiciones pero suministrando bajas concentraciones de
Phi (0, 3.125, 6.25, 12.5 y 25 mg de Phi dm™ de suelo seco) no observaron incremento

en concentracion de nutrimentos.
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Por otro lado, Thao et al. (2009) observaron que bajo condiciones de suficiencia de Pi
(0.3 mM) altas concentraciones de Phi (2.0 mM) en lechuga, no afectaron la
concentracion nutrimental en vastago, e incluso incrementaron la concentracién de N;
sin embargo, cuando se aplicé la misma concentracion de Phi, pero bajo deficiencias
de Pi (0.05, 0.1, 0.15 mM) encontraron que hubo un decremento en la concentracion de

nutrimentos como N, K, Ca, Mg, Fe, Mny Zn.

2.4. CONCLUSIONES

Suministrar 0.25 mol, m™ de Phi en la solucion nutritiva, bajo condiciones de suficiencia
de Phi en lechuga, incrementa la actividad antioxidante total, fenoles totales, azlcares
totales, aminoacidos libres totales y proteinas solubles totales, sin afectar materia

fresca y seca del cultivo de lechuga.

3 en la solucién nutritiva

Adiciones de Phi en una concentracion de 0.50 mol. m
incrementa la concentracion de clorofilas a, b y total, asi como la concentracién de P,

K, Ca, Mg, Fe, Cuy B en vastago.

Al adicionar Phi en la solucion nutritiva causa un efecto negativo en la concentracion de

acido ascorbico.
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CAPITULO 3. APLICACIONES DE FOSFITO VIA FOLIAR EN LECHUGA

3.1. INTRODUCCION

El fosforo (P) participa en varias rutas metabdlicas y forma parte estructural de muchas
macromoléculas. Paraddjicamente, el P es uno de los nutrimentos que se encuentra
menos disponible en el suelo por su baja solubilidad. La principal forma en la que se
absorbe por las raices es como fosfato (Pi, H,PO, y HPO,?), es transportado a las
células y entonces entra en el metabolismo celular para ser incorporado en formas

organicas (Plaxton, 1998).

El Pi es la forma de fosforo 6ptima para un adecuado crecimiento y desarrollo de las
plantas; sin embargo, hay otra forma de P, el fosfito (Phi, H,PO3’), al que comunmente
se le ha catalogado que tiene accion fungicida, bioestimulante y como una posible
fuente de P para la nutricién de las plantas (Deliopoulos et al., 2010; McDonald et al.,
2001; Thao y Yamakawa, 2009).

Se ha reportado que el Phi es efectivo como fungicida, y ha sido utilizado para prevenir
y controlar a Phytophthora en la raiz (Guest y Grant, 1991; Barret et al. 2003); su
utilizacién puede incrementar el crecimiento o rendimiento de algunos cultivos como
pifia, aguacate, pimiento (Pegg et al., 1985; Rohrbach y Schenck, 1985; Forster et al.,
1998) y citricos (Orbovic et al., 2008). También se han descrito otros efectos positivos
de Phi en arboles de naranjo, en donde aplicaciones foliares durante el invierno se
utilizaron para incrementar floracion, soélidos solubles en jugo y rendimiento de fruto
(Albrigo, 1999).

De acuerdo con Lovatt (1999), dos aplicaciones de fosfito de potasio incrementaron el
valor comercial de naranja, al aumentar el tamafio tanto en largo como en ancho, y los
soélidos solubles totales en jugo, en comparacion con el testigo sin Phi. Orbovic et al.
(2008) concluyeron que los citricultores pueden aplicar Phi, ya sea de manera foliar o
en el suelo, tanto solo como combinado con Pi, debido al doble efecto que posee Phi,
como agente antifingico y como una fuente indirecta de P, ya que en aplicaciones en
suelo puede haber una oxidacién de Phi a Pi.
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El resultado del las aplicaciones de Phi depende de varios factores, como el cultivo, la
suficiencia de P, si es aplicado de manera foliar o en solucion nutritiva, asi como las
concentraciones, por mencionar algunos. En esta investigacion se plante6 como
objetivo evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Phi via foliar, sobre
indicadores agronémicos, fisiolégicos y de calidad, en el cultivo de lechuga (Lactuca

sativa L.) cultivar Climax.

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

La investigacion se realiz6 durante el verano de 2011, en un invernadero tipo cenital,
localizado a 19° 29" latitud norte, 98° 53" longitud oeste y a una altitud de 2,250 m. El
material vegetal utilizado fue lechuga (Lactuca sativa L.) cultivar Climax, cultivada en
un sistema hidroponico de raiz flotante. Las temperaturas maxima, minima y promedio
durante el desarrollo del experimento fueron 35.8, 5.2 y 18 °C, respectivamente. La

intensidad luminosa tuvo un promedio de 280 pmol m? s™.

3.2.2. Tratamientos y disefio experimental

Se evaluaron cuatro tratamientos de Phi, los cuales fueron suministrado de manera
foliar. Las concentraciones de Phi evaluadas fueron 0, 0.25, 0.50 y 0.75%. Los
tratamientos fueron suministrados a los dias 10 y 25 después del trasplante. El Phi se
obtuvo a partir de acido fosforoso grado analitico (Sigma-Aldrich). El pH de la solucién
foliar se mantuvo en 5, para ello se ajusté adicionando KOH 1 N. El agua utilizada en la
aplicacion de tratamientos fue destilada.

La unidad experimental se constituyé por seis plantas. Cada tratamiento tuvo cuatro

repeticiones. Se utilizé disefio experimental completamente al azar.

3.2.3. Manejo del cultivo

El 12 de junio de 2011, se germinaron semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) cv.

Climax, en una mezcla de turba con perlita (70:30 V/V) previamente humedecida y
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colocada en charolas de plastico negras de 200 cavidades. Después de la siembra se
cubrieron con un plastico negro para mantener en oscuridad y conservar la humedad

hasta su emergencia.

Para la preparacion de la solucion nutritiva se empleé agua de pozo profundo, de la
cual se obtuvo el analisis nutrimental (Cuadro 1) y de esta manera poder saber de que

disposicion nutrimental se partio para la elaboracidon de la solucién nutritiva.

Cuadro 1. Analisis nutrimental del agua de riego utilizada en el experimento, (en mol.

m™).

N-NO5’ P-H.,PO, S-S0O,5 K Cca®” Mg**

molc. m?®  0.294 0.062 0.186 0.100 1.356 2.527

Se reg6 con agua durante una semana, a fin de mantener la humedad. Después de ello
se comenzaron a realizar riegos con solucién nutritiva Steiner al 25% hasta el momento

del trasplante, a fin de tener plantas vigorosas.

Antes del trasplante se construyé un sistema de raiz flotante, el cual fue realizado con
madera por lo cual se cortd y clavd, para construir cajas de 80 x 40 x 20 (largo x ancho
x profundidad) las cuales se forraron con plastico negro calibre 600 (cada caja fue
considerada como una unidad experimental). El sistema de oxigenacion se colocé
pegado al fondo de las cajas, para lo cual se utiliz6 manguera de latex tipo espagueti, a
la cual se conect6 en los extremos una bomba de aire de dos salidas por cada 3

unidades experimentales lo cual permitié tener oxigenada la raiz y evitar su pudricion.

Cada unidad experimental tuvo como soporte placas de unicel, las cuales ademas
sirvieron para mantener aislado al material vegetal de la solucién nutritiva y evitar

dafios en tejido aéreo por quemaduras.

La solucién nutritiva Steiner se preparé al 50% y se ajusté el pH a 5.5 y se colocaron
los soportes de unicel. El 4 de julio (22 dias después de la siembra) por la tarde se
realizd el trasplante, para lo cual se utilizaron vasos de plastico no. 4 (118 mL)
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previamente perforados en el fondo, en los cuales se coloco la plantula de lechuga,

rellenando los espacios libres con agrolita.

Todos los tratamientos fueron nutridos con la misma solucion y a medida que se
desarroll6 el cultivo, la solucion se llevo al 100%, fue formulada tomando como
referencia la solucion nutritiva Steiner (1984), siendo preparada con reactivos grado
analitico, utilizando 1.06 g L™ de Ca(NOs), 4H,0, 0.30 g L' de KNO3, 0.14 g L™ de
KH,PO4, 0.49 g L™ de MgSO4 7H,0 y 0.26 g L™ de K»SO,. La solucién nutritiva se
complementé con micronutrimentos en las siguientes concentraciones: 1.6 mg L™ de
Mn, 0.11 mg L™ de Cu, 0.86 mg L™ de B, 0.023 mg L™ de zZn, 0.048 mg L™ de Mo. El
hierro se abastecié como Fe-EDTA a una concentraciéon de 5 mg L™ a partir de una
solucion concentrada preparada segun lo describen Steiner y van Winden (1970). El pH
de la solucién nutritiva se mantuvo entre 5.5 y 5.8, el cual se ajust6 adicionando H,SO,4
al 97% y NaOH 1 N.

El sistema de oxigenacion se programd con un temporizador, realizando catorce
programaciones distribuidas de la siguiente manera: cada hora de 8:00 AM a 8:00 PM
durante el diay a las 12:00 AM y 4:00 AM durante la noche teniendo una duracion cada
una de un minuto, dando un total de 14 minutos de oxigenacion diarios durante todo el

experimento.

El nivel de la solucion nutritiva y el pH se ajustaron cada tercer dia. Se realizd el
cambio de la solucién nutritiva cada 10 dias, incrementando la concentracion de la
solucion nutritiva Steiner de acuerdo al desarrollo del cultivo, aproximadamente a los 20

dias después del trasplante se incremento al 75% y a los 40 dias al 100%.

La cosecha se realizé cuando la lechuga alcanz6é un tamafio comercial, (51 dias
después del trasplante). Al momento de la cosecha se realizaron muestreos de todos
los tratamientos, congelando ocho plantas por tratamiento a -80 °C para su posterior
analisis. De igual manera ocho plantas de lechuga por tratamiento se llevaron a una

estufa de secado.
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3.2.4. Variables evaluadas

Se evaluaron variables agronémicas (materia fresca de vastago, bola y volumen de
raiz, materia seca de bola y raiz), indicadores de calidad (actividad antioxidante total
método DPPH, fenoles totales, flavonoides totales, concentracion de acido ascorbico),
e indicadores fisioldgicos (concentracion de clorofilas a, b y total, azlcares totales en
hojas, aminoacidos libres totales, proteinas solubles totales, concentracion nutrimental

en hojas), de la misma manera como se describe en el Capitulo 2.

3.2.5. Analisis estadistico

Se realizaron pruebas preliminares de datos, entre ellas la de Shapiro-Wilk y
Kolmororov-Smirnov para corroborar que los datos tuvieran una distribucién normal y
las pruebas de Levene, O’Brien y Bartlet para verificar la homogeneidad de varianzas.
Posteriormente se realizO un analisis de varianza (PROC ANOVA) de los datos
obtenidos y las medias fueron comparadas usando la prueba de Tukey (a < 0.05 %),
para lo cual se utilizé el programa estadistico System Analytic Statistical, versién 9.3
(SAS Institute Inc., 2011).

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1. Indicadores agronémicos
3.3.1.1. Peso fresco de vastago bolay volumen de raiz

La aplicacion de 0.25 % de Phi via foliar incremento el peso fresco de bola de lechuga
y concentraciones superiores la disminuyeron; sin embargo, aplicaciones de Phi no
tuvieron efectos estadisticos significativos en peso fresco de vastago y volumen de raiz
(Cuadro 2).

Avila et al. (2012) reportaron que aplicaciones foliares de Phi (40 uM) afectaron en
forma negativa Unicamente el crecimiento de vastago en frijol en la etapa de madurez
fisioldgica cuando se les suministré Pi de manera insuficiente (40 mg de P por dm™ de

suelo), también observaron que cuando se suministré Pi en suficiencia (200 mg de P
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por dm™ de suelo) no hubo efectos negativos de Phi. En el presente experimento hay
concordancia con los trabajos anteriormente mencionados, ya que por un lado se
observa que aplicaciones foliares de Phi no afectan volumen de raiz solo en vastago y
dependiendo de la concentracion foliar de Phi.

Cuadro 2. Volumen de raiz y acumulaciéon de materia fresca de lechuga cv. Climax en

respuesta a tratamientos de fosfito via foliar.

Fosfito Volumen de raiz Bola Vastago
(%) (cm?® planta™) (g planta™ PFY) (g planta™ PF)
0.00 37.75a 355.75 ab” 686.58 a
0.25 3l.12a 386.46 a 664.58 a
0.50 37.00a 330.27 b 632.09 a
0.75 32.75a 333.28 b 663.48 a

DHSY 13.45 45.08 55.24
Pr>F 0.4755 0.0058 0.0860

“Valores con letras distintas en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). 'DHS:

Diferencia honesta significativa. *PF: peso fresco.

3.3.1.2. Peso seco de bolay raiz

Las aplicaciones foliares de Phi en el cultivo de lechuga no tuvieron efectos
estadisticos significativos en peso seco de raiz y bola de lechuga, lo cual es positivo al

no tener efectos negativos en materia seca (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Acumulacién de materia seca en raiz y bola de lechuga cv. Climax en

respuesta a tratamientos con fosfito via foliar.

Fosfito Raiz Bola
(%) (g planta™® PS¥) (g planta™® PS)
0.00 1.83a’ 20.23 a
0.25 1.78 a 19.18 a
0.50 2.00a 17.48 a
0.75 1.80 a 17.88 a
DHSY 0.83 11.98
Pr>F 0.8501 0.8986

“Valores con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey). YDHS: Diferencia

honesta significativa. *PS: peso seco.

Moor et al. (2009) encontraron que el fosfito no suprime ni promueve el crecimiento de
plantas de fresa. Por su parte, Schroetter et al. (2006) encontraron que el peso de
materia seca de plantas de maiz con deficiencias de P se vio fuertemente disminuido
habiendo diferencias estadisticas significativas con aplicaciones de Phi, en
comparacién con el testigo y con las plantas tratadas con Pi; sin embargo, también
registraron que en plantas de maiz con suficiencia de P no hubieron diferencias

significativas al aplicar Phi, respecto al testigo y a las tratadas con Pi.

3.3.2. Indicadores de calidad
3.3.2.1. Actividad antioxidante total

En la actividad antioxidante a lo largo del periodo de incubacion se observaron
diferentes efectos. En los tiempos de incubacion de 15 y 30 min, el tratamiento que
obtuvo una mayor actividad antioxidante fue la aplicacion foliar de 0.25% de Phi; sin
embargo, al llegar a los 60 min de incubacion la actividad antioxidante del testigo

supero a los demas tratamientos (Figura 1).
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Figura 1. Actividad antioxidante total evaluada por el método DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) en hojas de lechuga cv. Climax en respuesta a diferentes concentraciones
de fosfito via foliar. Medias con letras distintas en cada tiempo de evaluacidon son
estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (15, p=0.0024; 30, p=0.0231; 60, p=0.0001).

PF=peso fresco.

Avila et al. (2011) evaluaron la actividad de la enzima guayacol peroxidasa y
encontraron que las plantas tratadas con 644 UM de Pi tuvieron una actividad dos
veces superior cuando se reemplazé un 25% de éste por Phi, también encontraron que
plantas con 52 uM de Pi (bajo en P), los tratamientos con Phi incrementaron la
actividad de la enzima en el cultivo de maiz. Estos resultados son coincidentes con los
de nuestro experimento en lechuga, en el cual se observaron efectos positivos de Phi

sobre la actividad antioxidante.
3.3.2.2. Fenoles totales

Se observé que con porcentajes de 0.25 y 0.50 de Phi via foliar la concentracién de
fenoles totales disminuyd con respecto al testigo, sin embargo al asperjar 0.75 % de

Phi en lechuga se observo un incremento que iguald estadisticamente al testigo. Por lo

45



Capitulo 3

gue, no se observan ventajas de la aplicacion de Phi via foliar en lechuga en la

concentracion de fenoles totales (Figura 2).
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Figura 2. Concentraciéon de fenoles totales en hojas de lechuga cv. Climax en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias + DE con letras

distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0084). PF=peso fresco.

Avila et al. (2011) cuantificaron fenoles totales en maiz tratado con concentraciones de
suficiencia de Pi (644 uM) y niveles insuficientes de Pi (52 uM) asi también en otros
tratamientos se mantuvieron las concentraciones pero se sustituyd una cuarta parte del
Pi por Phi. Se encontré que la mayor concentracion de fenoles totales se present6 al
aplicar bajos niveles de Pi (52 puM) y que la aplicacibn de Phi no modifico
significativamente la concentracion de fenoles totales. Por lo que hubo un
comportamiento similar al presente experimento, solamente que en esta investigacion
solo se realizo esta evaluacion bajo condiciones de suficiencia de P, con aplicaciones

via foliar de Phi.
3.3.2.3. Flavonoides totales

En lechuga tratada via foliar con Phi, la concentracion de flavonoides totales aument6 a

medida que se incremento la concentracion de Phi en las soluciones foliares, aunque el
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testigo también tuvo valores comparables con las concentraciones mas altas de

flavonoides totales (Figura 3).
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Figura 3. Concentracion de flavonoides totales en hojas de lechuga en respuesta a
diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias + DE con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0.0001). PF=peso fresco.

En muchos de los casos un estrés en la planta trae consigo el incremento de
flavonoides (Van Oosten et al., 2013). Chalker-Scott (1999) mencionan que un estrés
causado por sales en plantas de Arabidopsis, trae consigo un incremento de
antocianinas y flavonoides, estas respuestas son coincidentes con las que muestran los
resultados aqui obtenidos, ya que el Phi de alguna manera es una forma de estrés para
la planta, la cual la hace reaccionar a éste, provocando un incremento en la

concentracion de flavonoides.
3.3.2.4. Concentracion de acido ascoérbico

Se observaron diferencias estadisticas altamente significativas entre tratamientos para
la variable &cido ascorbico en lechuga, apreciandose una respuesta negativa al
asperjar Phi via foliar, ya que a medida que se incrementa la concentracion de Phi, la
concentracion de acido ascorbico en hojas disminuyo (Figura 4).
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Figura 4. Concentracion de &cido ascorbico en hojas de lechuga cv. Climax como
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias + DE con letras

distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0001). PF= peso fresco.

Moor et al. (2009) mencionan que aplicaciones de Phi en el cultivo de fresa
incrementaron la concentracion de &cido ascoérbico en frutos de fresa. Por otro lado
Estrada-Ortiz et al. (2010) reportaron que no hubo diferencias estadisticas significativas
en concentraciéon de acido ascorbico de frutos de fresa con y sin aplicaciones de Phi en
la solucién nutritiva. En este experimento en el cultivo de lechuga, las aplicaciones de
Phi redujeron la concentracion de vitamina C, por lo que la respuesta de

concentraciones de acido ascorbico esta muy ligada a los cultivos.

3.3.3. Indicadores fisiolégicos
3.3.3.1. Concentracion de clorofilas a, b y total

Aplicaciones foliares de Phi (0.25, 0.50 y 0.75 %) en lechuga promueven el incremento
de la concentracion de clorofilas a, b y total. Por ejemplo, aplicaciones foliares de 0.25
% de Phi incrementaron clorofila a, b y total en un 55.9, 77.8 y 56.8 % respectivamente,
con respecto al testigo sin aplicaciones de Phi (Figura 5).
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Estrada-Ortiz, et al. (2011) encontraron un incremento en la concentracion de clorofilas
a, b y total al adicionar 30% de P en forma de Phi a la solucion nutritiva en hojas de
fresa en etapa de fructificacion. Lo cual es concordante con lo obtenido en el presente

experimento.

m0.00 % Phi 00.25 % Phi 0.50 % Phi 0.75 % Phi

504 b

a b total
Clorofila

Figura 5. Concentracion de clorofilas a, b y total en hojas de lechuga cv. Climax en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias + DE con letras
distintas en cada variable son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (Chl a,
p=0.0082; Chl b, p=0.0026; Chl total, p=0.0058). PF= peso fresco.

3.3.3.2. Azucares totales en hojas

Los resultados mostrados en el Cuadro 4 indican que no hubo diferencias estadisticas
significativas al asperjar de manera foliar Phi en plantas de lechuga. Sin embargo si
observamos los numeros, la mayor concentracion se observo al asperjar 0.25% de Phi
via foliar; esta respuesta es similar a la observada con la adicion de Phi en la solucién
nutritiva en lechuga (Capitulo 2, Figura 6), donde aplicaciones de Phi a una

concentracion de 0.25 mol, m™

, incrementd significativamente la concentracion de
azucares totales.
Estrada-Ortiz et al. (2010), no encontraron variaciones estadisticas en la concentracion

de azucares solubles totales en hojas de fresa en las cuales se realizaron aplicaciones
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de Phi en la solucién nutritiva con respecto al testigo. Por otro lado Constan-Aguilar et
al. (2014) encontraron que aplicaciones de foliares de Phi en plantas de pepino

deficientes en Pi, incrementaron la concentracion de azlcares solubles.

Cuadro 4. Concentracion de azUcares totales en hojas de lechuga cv. Climax en

respuesta a tratamientos con fosfito via foliar.

Fosfito Azucares totales en hojas de lechuga
(%) (mg g™ PFY)
0.00 3.02 a*
0.25 4.29 a
0.50 3.51a
0.75 241 a
DHSY 2.06
Pr>F 0.0992

“Valores con letras iguales son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). *DHS: Diferencia honesta
significativa. *PF: peso fresco.

3.3.3.3. Aminoécidos libres totales

Las concentraciones de Phi via foliar evaluadas 0.25 a 0.75 %), se relacionaron de
manera positiva con la concentracion de aminoacidos (Figura 6); empero, en plantas no
tratadas con Phi éstas no fueron estadisticamente diferentes a las obtenidas con el
tratamiento 0.75% de Phi.
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Figura 6. Concentracion de aminoacidos libres totales en hojas de lechuga cv. Climax
en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias + DE con letras
distintas en cada variable son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0004).

PF= peso fresco.

Berkowitz et al. (2013) encontraron en Arabidopsis thaliana, que Phi disminuye los

niveles de aminoacidos como asparagina, aspartato, glutamato y serina.

3.3.3.4. Proteinas solubles totales

Al igual que para azucares totales, las concentraciones de proteinas solubles totales no
son diferentes entre los tratamientos evaluados (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Concentracion de proteinas solubles totales en hojas de lechuga cv. Climax
en respuesta a tratamientos con fosfito via foliar.

Fosfito Concentracion de proteinas solubles totales
(%) (mg g™ PFY
0.00 0.41 a*
0.25 0.34 a
0.50 0.45a
0.75 0.42 a
DHSY 0.13
Pr>F 0.1130

“Valores con letras iguales son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). ’DHS: Diferencia honesta
significativa. “PF: peso fresco.

3.3.4. Concentracion nutrimental

La concentracion de macro y micronutrimentos fue mayor en raiz que en vastago,
independientemente a los tratamientos foliares con Phi, excepto en N, en donde la
concentracion en raiz y vastago fue muy similar (Cuadros 6 y 7). En vastago y raiz de
lechuga, no se observd ningun efecto significativo en concentracibn de

macronutrimentos al asperjar diferentes concentraciones de Phi via foliar (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Concentracion de macronutrimentos en vastago y raiz de lechuga cv

en respuesta a tratamientos con fosfito via foliar.

. Climax

Phi Concentracion (g kg™ PS¥)
Tejido (%) N P K Ca Mg S
Vastago 0.00 26.40 a* 5.14 a 12.15a 3.99 a 191a 1.86a
0.25 25.23 a 6.00 a 14.63 a 4.14 a 2.08 a 2.09 a
0.50 25.88 a 5.61la 11.58 a 3.68a 1.74 a 1.77 a
0.75 23.70 a 551a 11.46 a 3.96 a 1.85a 1.81a
DHS 5.31 2.51 5.68 1.54 0.69 0.80
Pr>F 0.49 0.80 0.35 0.84 0.53 0.66
Raiz 0.00 26.65a 13.24a 13.84 a 12.21a 2.84 a 7.27 a
0.25 26.73a 1043a 13.16 a 10.87 a 2.67 a 7.60 a
0.50 27.48a 1223 a 14.66 a 10.48 a 2.82 a 7.30 a
0.75 26.48 a 12.01 a 14.04 a 10.77 a 2.84 a 7.35a
DHSY 3.29 2.98 2.28 2.26 0.44 4.07
Pr>F 0.81 0.09 0.32 0.16 0.64 0.99

“Valores con mismas letras en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). YDHS:

Diferencia honesta significativa. “PS: peso seco.

Se observé en vastago, que la concentracion de Fe, Cu, Zn, Mn y B no tuvieron

variaciones estadisticamente significativas al asperjar Phi via foliar, mientras que en

raiz no se observo ningun efecto en concentraciones de Fe, Cu, Zn, Mn y Na (Cuadro

7). Por otro lado, en vastago se observé una mayor acumulacién de Na al asperjar

0.25% de Phi via foliar, mientras que en raiz se observo la mayor concentracion de B al
asperjar 0.50 y 0.75% de Phi foliar.
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Cuadro 7. Concentracion de micronutrimentos y sodio en vastago y raiz de lechuga cv.

Climax en respuesta a tratamientos con fosfito via foliar.

Phi Concentracién (mg kg™ PS¥)

Tejido  (mol. m™) Fe Cu Zn Mn B Na

Vastago 0.00 76.63a° 4.11a 21.83a 3859a 78.99a 1490.20b
0.25 7497a 4.83a 22.19a 38.10a 8539a 2093.40a
0.50 68.46a 48la 2232a 32.86a 76.56a 1649.70ab
0.75 65.87a 4.17a 22.76a 32.80a 83.05a 1871.90ab

DHS 21.83 3.74 14.65 21.89 9.58 448.83
Pr>F 0.44 0.90 1.00 0.77 0.07 0.009
Raiz 0.00 7263.00a 45.21a 43.21a 469.63a 107.03ab 6134.00 a

0.25 6770.00a 3592a 3553a 40458a 96.35b 5954.70a
0.50 8746.00a 39.08a 4543a 354.24a 110.36a 6225.20a
0.75 8022.00a 39.00a 4250a 419.61a 109.50a 6221.10a
DHSY 4636.90 14.90 10.86 140.82 12.97 992.35
Pr>F 0.62 0.35 0.09 0.17 0.03 0.83

“Valores con distintas letras en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). YDHS:
Diferencia honesta significativa. “PS: peso seco.

Avila et al. (2012) encontraron que bajo condiciones de suficiencia de P, al adicionar
Phi en concentraciones altas en frijol (50 y 100 mg de Phi dm™ de suelo seco),
observaron un incremento de N, Ca, Mg, S, B, Zn, Cu, Mn en vastago, mencionan
también que en las mismas condiciones pero suministrando bajas concentraciones de
Phi (0, 3.125, 6.25, 12.5 y 25 mg de Phi dm™ de suelo seco) no observaron incremento

en concentracion de nutrimentos.

3.4. CONCLUSIONES

Aplicaciones foliares de 0.25% Phi en lechuga, incrementan el peso de materia fresca
de bola, de la misma manera incrementa la actividad antioxidante de hojas de lechuga

al medirla en tiempos de incubacion de 15y 30 min.
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La aplicacion de Phi foliar en lechuga incrementa la concentracion de clorofila a, b y

total, obteniendo mejores resultados al asperjar 0.25% de Phi.

Al aplicar 0.75% de Phi via foliar en lechuga se incrementa la concentracion de
flavonoides totales.

Las aplicaciones foliares de Phi tienen un efecto negativo en la concentracion de acido

ascorbico en hojas de lechuga.
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CAPITULO 4. RESPUESTAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DE ACELGA A
APLICACIONES EN LA RAIZ DE FOSFITO

4.1. INTRODUCCION

El anion fosfato (Pi, H.PO4, HPO,* y PO,%) es la mayor forma de fésforo utilizada por
las plantas para un adecuado crecimiento y desarrollo (Ribot et al., 2008). Mientras que
el anién fosfito (Phi, H,POs y HPOs%), es efectivo en el control de algunas
enfermedades importantes en las plantas (Wilkinson et al., 2001; Shearer y Fairman,

2007; Orbovi¢ et al., 2008; Cook et al., 2009) causadas principalmente por Oomicetos.

En el mercado, muchos de los productos a base de Phi son ofrecidos como
bioestimulantes de plantas, elicitores de defensas, o como fertilizantes foliares, o de
aplicacion en fertirriego (Thao y Yamakawa, 2009). Sin embargo ya también se ha
reportado que el Phi no es una fuente de P que pueda ser metabolizada por la planta
(Schoroetter et al., 2006; Thao et al., 2008b), aunque las sales de Phi son comunmente
recomendadas como fuente de fertilizante principalmente por contener otros
nutrimentos como potasio, amonio, calcio o0 magnesio. Hay estudios en donde se indica
gue el Phi causa un estrés en plantas con suficiencia de Pi, lo cual ocasiona respuestas
positivas en plantas (Schoroetter et al., 2006; Thao et al., 2009; Moor et al., 2009).

También se ha observado que los resultados de tratamientos con Phi en diferentes
cultivos dependen tanto de la concentracion de Phi como de la susceptibilidad del
cultivo a estrés. Debido a ello es importante evaluar en diferentes cultivos sobre todo
como acelga, ya que es un cultivo de consumo en fresco y que tiene un alto potencial
en produccién de metabolitos antioxidantes que pueden prevenir enfermedades

degenerativas como el cancer.

Con base en lo mencionado anteriormente en esta investigacion se planteé como
objetivo evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Phi adicionadas a la
solucion nutritiva, sobre indicadores agronémicos, fis3iolégicos y de calidad, en el

cultivo de acelga (Beta vulgaris L. var. cicla) cv. Fordhook Giant.
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4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

La investigaciéon se realizé durante el verano de 2011, en un invernadero tipo cenital,
localizado a 19° 29" latitud norte, 98° 53" longitud oeste y a una altitud de 2,250 m. El
material vegetal utilizado fue acelga (Beta vulgaris L. var. cicla) cv. Fordhook Giant,
cultivada en un sistema hidroponico de raiz flotante con oxigenacion. Las temperaturas
méxima, minima y promedio durante el desarrollo del experimento fueron 35.8, 5.2y 18

°C, respectivamente. La intensidad luminosa tuvo un promedio de 280 pmol m? s™.

4.2.2. Tratamientos y disefio experimental

Se evaluaron tres diferentes soluciones nutritivas. Las soluciones se formularon
tomando como referencia la solucién nutritiva Steiner (1984) al 100% preparada con
reactivos grado analitico, utilizando 1.06 g L™ de Ca(NOs), 4H,0; 0.30 g L™ de KNO3;
0.14 g L™ de KH,PO,; 0.49 g L™ de MgSO, 7H,0 y 0.26 g L™ de K,SO,. La solucién
nutritiva se complementd con micronutrimentos en las siguientes concentraciones: 1.6
mg L™ de Mn; 0.11 mg L™ de Cu; 0.86 mg L™ de B; 0.023 mg L™ de Zny 0.048 mg L™
de Mo. El hierro se abastecié como Fe-EDTA a una concentracién de 5 mg L™ a partir
de una solucion concentrada preparada segun lo describen Steiner y van Winden
(1970).

Cuadro 1. Andlisis nutrimental del agua de riego utilizada en el experimento, en

miliequivalentes (en mole m™).

N-NO3’ P-H.,PO, S-S0O,~ K Ca** Mg**

molc m?®  0.294 0.062 0.186 0.100 1.356 2.527

Para la preparacion de la solucion nutritiva se emple6é agua de pozo profundo, de la
cual se obtuvo el analisis nutrimental (Cuadro 1) y de esta manera poder saber de qué

disposicion nutrimental se partio para la elaboracion de la solucion nutritiva.
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La concentracion de Phi en la solucion fue evaluada a las siguientes concentraciones:
0, 0.25 y 0.5 mol. m>. El Phi se obtuvo a partir de acido fosforoso grado analitico
(Sigma-Aldrich). El pH de la solucion nutritiva se mantuvo entre 5.5 y 5.8 ya que se
considera un pH 6ptimo para la disponibilidad de Phi (Hanrahan et al., 2005), el cual se
ajusto adicionando H,SO4 al 97% y NaOH 1 N.

La unidad experimental se constituyé por 6 plantas. Cada tratamiento tuvo cuatro

repeticiones. Se utilizo disefio experimental completamente al azar.

4.2.3. Manejo del cultivo

Previamente a la instalacién del experimento, el 12 de junio de 2011, se pusieron a
germinar semillas de acelga (Beta vulgaris L. var. cicla) cv. Fordhook Giant, en una
mezcla de turba con perlita (70:30 V/V) previamente humedecida y colocada en
charolas de plastico negras de 200 cavidades. Después de la siembra, las charolas se
cubrieron con un plastico negro para mantener en oscuridad y conservar la humedad

hasta su emergencia.

Posteriormente se realizaron riegos con agua durante una semana, a fin de mantener
la humedad. Después de ello se comenzaron a realizar riegos con solucion nutritiva

Steiner al 25% hasta el momento del trasplante, a fin de tener plantas vigorosas.

Previo al trasplante se construyd un sistema de raiz flotante, el cual fue realizado con
madera por lo cual se corté y clavd, para construir cajas de 80 x 40 x 20 (largo x ancho
x profundidad) las cuales se forraron con plastico negro calibre 600 (cada caja fue
considerada como una unidad experimental). El sistema de oxigenacién se colocé
pegado al fondo de las cajas, para lo cual se utilizé manguera de latex tipo espagueti, a
la cual se conect6 en los extremos una bomba de aire de dos salidas por cada 3

unidades experimentales lo cual permitié tener oxigenada la raiz.

Cada unidad experimental tuvo como soporte placas de unicel, las cuales ademas
sirvieron para mantener aislado al material vegetal de la solucién nutritiva y evitar

dafos en tejido aéreo por quemaduras.

60



Capitulo 4

Previo al trasplante, se preparé soluciéon nutritiva Steiner al 50% y se ajust6 el pH a 5.5
y se colocaron los soportes de unicel. El 4 de julio (22 dias después de la siembra) por
la tarde se realizo el trasplante, para lo cual se utilizaron vasos de plastico no. 4 (118
mL) previamente perforados en el fondo, en los cuales se colocé la plantula de lechuga,
rellenando los espacios libres con agrolita. Cabe sefalar que la aplicacion de

tratamientos se inicié el mismo dia del trasplante.

El sistema de oxigenacion se programd con un temporizador, realizando catorce
programaciones distribuidas de la siguiente manera: cada hora de 8:00 AM a 8:00 PM
durante el diay a las 12:00 AM y 4:00 AM durante la noche teniendo una duracién cada
una de un minuto, dando un total de 14 min de oxigenacion diarios durante todo el

experimento.

El nivel de la solucion nutritiva y el pH se ajustaron cada tercer dia. Realizando un
cambio de la solucién nutritiva cada 10 dias, incrementando la concentracion de la

solucién nutritiva Steiner de acuerdo al desarrollo del cultivo hasta llevarla al 100%.

La cosecha se realiz6 cuando la acelga alcanz6 un tamafio comercial, (51 dias
después del trasplante). Al momento de la cosecha se realizaron muestreos de todos
los tratamientos, congelando 8 plantas por tratamiento a -80 °C para su posterior
analisis. De igual manera 8 plantas de acelga por tratamiento se llevaron a una estufa

de secado.

4.2 4. Variables evaluadas

Se evaluaron variables agrondmicas (materia fresca de vastago, y volumen de raiz,
materia seca vastago y raiz), indicadores de calidad (actividad antioxidante total
meétodo DPPH, fenoles totales, flavonoides totales, concentracion de acido ascorbico),
e indicadores fisioldgicos (concentracién de clorofilas a, b y total, azGcares totales en
hojas, aminoacidos libres totales, proteinas solubles totales, concentracion nutrimental

en hojas), de la misma manera como se describe en el Capitulo 2.
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4.2.5. Andlisis estadistico

Se realizaron pruebas preliminares de datos, entre ellas la de Shapiro-Wilk vy
las pruebas de Levene, O’Brien y Bartlet para verificar la homogeneidad de varianzas.
Posteriormente se realizO un analisis de varianza (PROC ANOVA) de los datos
obtenidos y las medias fueron comparadas usando la prueba de Tukey (a < 0.05 %),
para lo cual se utilizé el programa estadistico System Analytic Statistical, version 9.3
(SAS Institute Inc., 2011).

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1. Indicadores agronémicos
4.3.1.1. Peso fresco de vastago y volumen de raiz

En acelga se observd que en condiciones de suficiencia de Pi, concentraciones
superiores de Phi a 0.25 mol. m™ en la solucién nutritiva, disminuyeron el peso fresco
del vastago, sin reducir significativamente el volumen de raiz, como se observa en el
Cuadro 2. En estudios realizados en espinaca, apio, espinaca japonesa (Komatsuna) y
lechuga, para evaluar relaciones fosfato-fosfito, se encontr6 que a medida que se
incrementd la concentracion de Phi, el crecimiento de las plantas disminuyé (Thao y
Yamakawa, 2008; Thao et al., 2008a, 2008b), lo que coincide con los resultados

obtenidos en acelga en nuestro experimento.

Cuadro 2. Volumen de raiz y acumulacion de materia fresca de acelga cv. Fordhook

Giant con aplicaciones de fosfito en la solucién nutritiva.

Fosfito Volumen de raiz Vastago
(mol. m™) (cm® planta ™) (g planta ™* PFY)
0.00 50.00 a* 426.97 a
0.25 48.75 a 347.99b
0.50 38.75 a 330.47 b

DHSY 11.5 57.34
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Pr>F 0.0446 0.0004

“Valores con letras distintas en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). YDHS:
Diferencia honesta significativa. *PF: peso fresco.

4.3.1.2. Peso seco de vastago y raiz

Se observé que adicionar mas de 0.25 mol. m® de Phi via raiz disminuyé
significativamente la acumulacién de materia seca en raiz (p=0.01), mientras que en
vastago el peso seco disminuyé al adicionar 0.50 mol, m™ de Phi via raiz (p=0.0009)
(Cuadro 3).

Bertsch et al. (2009) encontraron un efecto sinérgico de Phi sobre el peso seco cuando
éste se adiciona en combinacién con Pi en cantidad de 30 mg kg™ de cada fuente de P
via raiz en lechuga, platano y tomate. De manera contrastante, en plantas de calabaza
se reportd una disminucion significativa en el crecimiento y en el peso de materia seca
cuando se aplicé Phi al suelo como fuente de P (Ratjen y Gerendas, 2009), lo cual

concuerda con los resultados obtenidos con el experimento en acelga.

Cuadro 3. Acumulacién de materia seca en raiz y vastago de acelga cv. Fordhook

Giant en respuesta a aplicaciones con fosfito en la solucion nutritiva.

Fosfito Raiz Vastago
(mole m?) (g planta™ PS*) (g planta™ PS)
0.00 5.38a’ 42.58 a
0.25 5.15ab 44.83 a
0.50 4.35b 31.15b
DHSY 0.80 7.00
Pr>F 0.014 0.0009

“Valores con letras distintas en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). YDHS:

Diferencia honesta significativa. “PS: peso seco.
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4.3.2. Indicadores de calidad
4.3.2.1. Actividad antioxidante total

Se observé que cuando se adicioné 0.25 mol. m™ en la solucién nutritiva, la actividad
antioxidante total en hojas de acelga se incrementd significativamente, observandose
incrementos de 162, 105.7 y 78.9% en la actividad antioxidante en los tiempos de
incubacion de 15, 30 y 60 min, respectivamente en comparacion con el testigo (Figura
1).

Moor et al. (2009) reportan que la aplicacion de Phi en fresa, nho modificé la actividad
antioxidante total, lo cual si sucedi6 en nuestro experimento; sin embargo, también
reportan que los tratamientos en donde aplicaron Phi reportaron un incremento en la
concentracion de antocianina en fruto. También en acelga es evidente el incremento en
la actividad antioxidante con la aplicacion de Phi; sin embargo, es importante evaluar
varias concentraciones de Phi debido a que si hos excedemos en concentracion, no se

alcanzan a obtener los beneficios deseados.

—m— 0.00mol. m*Phi —>— 0.25mol. m® Phi —e— 0.50 mol. m* Phi
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Figura 1. Actividad antioxidante total en hojas de acelga cv. Fordhook Giant en

respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias + DE

64



Capitulo 4

con letras distintas en cada tiempo de evaluacion, son estadisticamente diferentes
(Tukey, 0.05). (15, p=0.0004; 30, p=0.0012; 60, p=0.0016). PF=peso fresco.

4.3.2.2. Fenoles totales

Los resultados observados son muy favorables, debido a que al adicionar 0.25 mol, m™
en la solucién nutritiva se incrementd hasta en un 87.8% la concentracién de fenoles
totales en comparacidon con el testigo, observandose también que cantidades
superiores de Phi pueden disminuir la concentracion de fenoles como se puede

observar en la Figura 2.

Cuando una planta esté estresada es muy comun que la produccion de los metabolitos
secundarios se incremente porque el crecimiento es inhibido por la disminucion en
fotosintesis y por la fijacion de carbono principalmente en compuestos de metabolismo
secundario (Seigler, 1998). Cuando una planta se somete a estrés nutrimental, se ve
un marcado incremento en compuestos fendlicos (Chalker-Scott y Fnchigami, 1989).
En nuestro experimento se da un estrés por la presencia de Phi, debido al bloqueo de
Pi que se da al no poderse metabolizar el Phi dentro de la planta, generdndose una
reduccion en la asimilaciéon de Pi, lo cual tuvo como resultado el incremento de fenoles

totales.
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Figura 2. Concentracion de fenoles totales en hojas de acelga cv. Fordhook Giant en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva. Medias + DE
con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0001). PF=peso

fresco.

4.3.2.3. Flavonoides totales

Se observo que al adicionar Phi en la solucién nutritiva se causaron efectos adversos,
debido a que al compararlos con el testigo, este ultimo tiene concentraciones
superiores. Se observo que a medida en que aumenta la concentracién de Phi en la
solucion, se disminuy6 la concentracion de flavonoides totales en hojas (Figura 3).
Sacan y Yanardag (2010), reportan niveles de flavonoides en acelga de 11.88 ug por
mg en base a peso fresco, valor muy por debajo de los aqui obtenidos; sin embargo,
seria conveniente utilizar una concentracion de Phi que no disminuya significativamente
los flavonoides y que por el contrario, incremente otras variables de importancia, tal

como la de 0.25 mol, m=.
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Figura 3. Concentracion de flavonoides totales en hojas de acelga cv. Fordhook Giant
en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias +
DE con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0065).
PF=peso fresco.

4.3.2.4. Concentracion de acido ascorbico

Contrario a lo que se observo en el cultivo de lechuga al adicionar Phi en la solucion
nutritiva (Figura 4 del Capitulo 2), en el cultivo de acelga se observo algo totalmente
opuesto, debido a que al adicionar Phi en una concentracién de 0.50 mol. m™ se
incremento la concentracion de acido ascorbico en hojas, observandose una tendencia
a aumentar con concentracion crecientes de Phi en la solucion nutritiva (Figura 4).

Moor et al. (2009) reportan un incremento en la concentracion de &cido ascorbico de
plantas de fresa tratadas previamente a su trasplante con una solucién con fosfito, ellos
justifican este incremento mencionando que el Phi es un promotor de los mecanismos
de defensa de las plantas, sin embargo resaltan la importancia de realizar su aplicacién
de manera adecuada, es decir aplicandolo en dosis moderadas y siempre en

suficiencia de Pi.
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Figura 4. Concentracion de acido ascorbico en hojas de acelga cv. Fordhook Giant

como respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias
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+ DE con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0001).

PF= peso fresco.

4.3.3. Indicadores fisiologicos

4.3.3.1. Concentracion de clorofilas a, b y total

Se observaron incrementos en clorofilas a y total al adicionar 0.25 mol. m™ de Phi a la
solucién nutritiva de 13.9 y 9.9%, respectivamente, en comparacién con el testigo
(Figura 5).

En el cultivo de fresa aplicaciones de Phi del 30% del P total incrementaron la
concentracion de clorofilas a, b y total (Estrada-Ortiz et al., 2011), lo cual corresponde a
lo observado en tratamientos con Phi en el cultivo de acelga, la diferencia fue que en
acelga no hubo incremento de clorofila b, pero demuestra el claro efecto que tiene el

Phi sobre la concentracion de clorofila en hojas.

,o" 0.00mol.m?® 0 0.25mol. m*® 0.50 mol. m™
1.8 - a
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1.4 4 a - ab
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a b total
Clorofila

Concentracién (mg g1 PMF)

Figura 5. Concentracion de clorofilas a, b y total en hojas de acelga cv. Fordhook Giant
en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias +
DE con letras distintas en cada variable, son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
(Chl a, p=0.0137; Chl b, p=0.0457; Chl total, p=0.0380). PF= peso fresco.

4.3.3.2. Azucares totales en hojas
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En el Cuadro 4 se muestra que no hubo diferencias estadisticas significativas al

adicionar Phi en la solucién nutritiva sobre azlcares totales en hojas.

Cuadro 4. Concentracion de azucares totales en hojas de acelga cv. Fordhook Giant

en respuesta a tratamientos con fosfito en la solucién nutritiva.

Fosfito Concentracion de azUcares totales
(mole m™) (mg g™t PF¥)
0.00 2.51 a*
0.25 3.36a
0.50 293 a
DHSY 1.24
Pr>F 0.2173

“Valores con letras iguales son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). ’DHS: Diferencia honesta
significativa. “PF: peso fresco.

Los azucares solubles totales son un indicador bioquimico del estatus nutrimental de
fésforo en la planta y su sintesis depende de la presencia de este nutrimento en el
citoplasma (Ruiz et al., 1996). Atendiendo a lo anteriormente mencionado, el fésforo
siempre estuvo disponible en suficiencia en la planta y en nuestro experimento no se
observé efecto de la adicion de Phi en la solucion sobre la concentracion de azucares

totales en hojas.
4.3.3.3. Aminoacidos libres totales

En aminoacidos libres totales en acelga se observd la misma tendencia que en
azucares totales, ya que a pesar de no haber diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos, la media observada al adicionar el Phi en la concentracion de 0.25

mol. m™ en la solucién nutritiva fue superior a los demés tratamientos (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Concentracion de aminoéacidos libres totales en hojas de acelga cv.

Fordhook Giant en respuesta a tratamientos con fosfito en la solucién nutritiva.

Fosfito Aminoacidos libres totales
(mol, m™) (mg gt PF)
0.00 2.51a’
0.25 3.36a
0.50 293 a
DHSY 1.24
Pr>F 0.6650

“Valores con letras iguales son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). ’DHS: Diferencia honesta

significativa. *PF: peso fresco.

Berkowitz et al. (2013) condujeron experimentos en Arabidopsis en donde realizaron
aplicaciones de Phi en plantas con suficiencia de Pi (0.5 mM Pi + 2.5 mM Phi)
comparandolas con plantas con limitacion de Pi (0.05 mM Pi) y reportan que en plantas
tratadas con Phi se produjo una reduccion entre 40 y 60% en aminoacidos como
asparagina, acido glutamico, acido aspartico y serina, y en contraste en plantas con
limitacion de Pi, pero sin Phi, los mismos aminoacidos se incrementaron entre un 10 y
20% tomando como referencia un testigo con 0.5 mM de Pi. Estos resultados difieren
de los que aqui se reportan en acelga al adicionar Phi en la solucién, ya que no se
observaron diferencias estadisticas con el testigo, e incluso hay un ligero incremento en

aminodcidos libres totales en los tratamientos con Phi.
4.3.3.4. Proteinas solubles totales

Entre las diferentes variables se observan diferentes efectos, en algunas la adicion de
Phi tiene efectos positivos, sin embargo en algunas otras tiene efectos negativos, tal es

el caso de proteinas solubles totales, en donde se observdé que a medida que se
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incrementa la concentracion de Phi en la solucidn nutritiva, la concentracion de

proteinas solubles totales en hojas de acelga disminuye.
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Figura 6. Concentracion de proteinas solubles totales en hojas de acelga en respuesta
a diferentes concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva. Medias + DE con letras
distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0001). PF= peso fresco.

El metabolismo de proteinas puede estar asociado con la adaptacion de la planta a
cambios en condiciones ambientales y al estrés. El Phi inhibe la fosforilacion de
proteinas cuando existe estrés por P. De acuerdo con Ticconi et al. (2001) el Phi inhibe
la actividad de las enzimas nucleoliticas y la expresién de la fosfatasa acida y de genes
transportadores de P en Arabidopsis. En este experimento hubo condiciones de
suficiencia de P en la solucién nutritiva, por lo que seguramente Phi interfiere con Pi
dentro de la planta inhibiendo algunos procesos y causando asi la disminucion de la

concentracion de proteina en acelga.
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4.3.4. Concentracion nutrimental

La concentracion de macro y micronutrimentos fue mayor en raiz que en vastago, para
la mayoria de nutrimentos, sin embargo se observé que Mg, B y Na tuvieron mayor
concentracion en vastago y el N tuvo concentraciones similares tanto en raiz como en

vastago (Cuadros 6y 7).

Cuadro 6. Concentracion de macronutrimentos en vastago y raiz de acelga cv.

Fordhook Giant en respuesta a tratamientos con fosfito en la solucién nutritiva.

Phi Concentracion (g kg™ PS)
Tejido
(mol. m™) N P K Ca Mg S
Vastago 0.00 26.90 2.79 18.32 a 7.00 5.84 3.39 b*
0.25 27.70 2.83 18.72 a 6.81 6.17 4.00 a
0.50 28.70 2.95 14.16 b 6.78 5.20 3.01b
DHS 1.83 0.49 3.30 1.21 1.04 0.60
Pr>F 0.064 0.656 0.007 0.870 0.075 0.004
Raiz 0.00 26.90 8.31 11.52 30.81 3.42 21.72
0.25 27.70 8.98 11.81 38.70 4.16 29.11
0.50 28.70 6.94 9.15 29.07 3.75 21.90
DHSY 1.83 3.89 2.88 16.80 0.72 12.85
Pr>F 0.064 0.370 0.058 0.283 0.054 0.240

“Valores con distintas letras en cada columna por 6rgano son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

YDHS: Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.

En raiz de acelga no se observaron diferencias significativas entre tratamientos de Phi
en la solucién nutritiva con respecto al testigo. En vastago se observd que no hubo
diferencias estadisticas en N, P, Ca y Mg, por otro lado se observaron diferencias
estadisticas significativas en Ky S, observandose que se incrementd su concentracion
en vastago cuando se adiciond Phi en un nivel de 0.25 mol. m= de en la solucién

nutritiva (Cuadro 6).

En vastago las concentraciones de Cu, Zn, Mn y Na tuvieron una relacion negativa con

la concentracion de Phi en la solucion nutritiva; por el contrario, la menor dosis de Phi
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evaluadas (0.25 mol. m™) incrementd significativamente la concentracién de B, en
comparacion con el resto de los tratamientos. La concentracion de Fe en vastago no

fue afectada por los tratamientos evaluados (Cuadro 7).

En raices, las concentraciones de Cu, Zn y Na fueron afectadas en forma negativa por
la adicion de Phi a la solucién nutritiva. La concentracion de los micronutrimentos Fe,
Mn y B en raiz, no fueron influenciados por la concentracion de Phi en la solucion

nutritiva (Cuadro 7).

Cuadro 7. Concentracion de micronutrimentos y sodio en vastago y raiz de acelga cv.

Fordhook Giant en respuesta a tratamientos con fosfito en la solucién nutritiva.

Phi Concentracion (mg kg™ PS%)

Tejido  (mol. m?) Fe Cu Zn Mn B Na

Vastago 0.00 198.05a 6.75a 18.84a 179.13a 137.48b 12754.90 a
0.25 116.93a 6.77a 14.68ab 156.64ab 154.02a 11837.40ab
0.50 107.20a 4.99b* 11.74b 113.54b 130.82b 10732.70b

DHS’Y 102.91 1.40 5.28 48.19 11. 27 1561.10
Pr>F 0.068 0.009 0.014 0.012 0.0008 0.018
Raiz 0.00 3553.00a 39.27a 30.31a 983.20a 96.65a 4034.40 a

0.25 3260.30a 30.16ab 27.05a 1118.60a 100.69a 3381.80a
0.50 2299.10a 20.33b 18.14b 813.10a 93.10a 2532.80 b
DHS 2661.80 13.93 8.21 426.40 12.16 836.92
Pr>F 0.344 0.014 0.007 0.190 0.270 0.002

“Valores con letras distintas en cada columna por 6rgano son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

YDHS: Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.

Thao et al. (2009) encontraron que la adicion de Phi en la solucién nutritiva disminuyé
la concentracion de N, K, Ca, Mg, Fe y Zn en vastago de lechuga bajo condiciones de
deficiencia de P, reportan también inhibicion del desarrollo radicular con la presencia de
Phi, con lo que también se ve afectada la absorcion de algunos nutrimentos. En este
experimento coincide con la disminucion en absorcion de K y Zn, pero difiere con el

resto de nutrimentos.
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4.4. CONCLUSIONES

Aplicaciones de 0.25 mol. m™ de Phi en la solucién nutritiva en acelga, incrementan la
actividad antioxidante, la concentracion de fenoles totales y clorofila a y total en hojas

de acelga.

Aplicar cantidades superiores a 0.25 mol. m™ de Phi en la solucién nutritiva disminuye
la materia fresca de vastago y la materia seca de raiz en acelga. De la misma manera

disminuyen la concentracion de Cu, Zn, Mny Na en vastago y Cu, Zny Na en raiz.

Aplicaciones de 0.50 mol. m™ de Phi en la solucién nutritiva en acelga disminuyen la

materia seca de vastago.

Se observo que aplicaciones de Phi en la solucion nutritiva disminuyen la concentracion

de flavonoides totales y proteinas solubles totales en hojas de acelga.
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CAPITULO 5. RESPUESTAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DE ACELGA A
APLICACIONES FOLIARES DE FOSFITO

5.1. INTRODUCCION

El fosfato (Pi, H,PO, , HPO.?) juega un papel central en el metabolismo celular y
bioenergético, y es uno de los nutrimentos que se encuentran menos disponibles tanto
en ecosistemas terrestres como en acuaticos (Raghothama, 1999; Abel et al., 2002;
Poirier y Bucher, 2002; Franco-Zorrilla et al., 2004; Plaxton, 2004), pero no es la Unica

forma de fésforo que pueden absorber las plantas, también esta el fosfito (Phi, H,POg)).

El Phi es una forma reducida de Pi en donde un hidroégeno reemplaza a uno de los
oxigenos que estan unidos al &tomo de P. El Phi es muy importante en la agricultura,
pero a la vez es muy controversial, ya que se ha utilizado por algunos como fungicida y
por otros como una fuente de P. Esta bien estudiado que Phi tiene una alta eficiencia
en el control de patdgenos de plantas pertenecientes a los Oomicetos en particular
Phytophthora (McDonald et al., 2001).

Por otro lado, hay evidencia de que cuando se aplica Phi como Unica fuente de P en las
plantas, éstas presentan deficiencias de P, debido a que aunque el Phi es absorbido
por la planta, permanece estable y no parece oxidarse a formas metabolizables dentro
de la planta. Hay evidencia de que aplicaciones de Phi causan efectos detrimentales en
plantas con deficiencias de Pi, lo cual no ocurre asi en plantas con suficiencia de Pi
(Abel et al., 2002; Poirier y Bucher, 2002; Carswell et al., 1996; Carswell et al., 1997;
McDonald, et al., 2001; Ticconi et al., 2001; Varadarajan et al., 2002).

Con base en lo mencionado anteriormente en esta investigacion se planteé como
objetivo evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Phi via foliar, sobre
indicadores agronomicos, fisioloégicos y de calidad, en el cultivo de acelga (Beta
vulgaris L. var. cicla) cv. Fordhook Giant.
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5.2. MATERIALES Y METODOS
5.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

La investigaciéon se realizé durante el verano de 2011, en un invernadero tipo cenital,
localizado a 19° 29" latitud norte, 98° 53" longitud oeste y a una altitud de 2,250 m. El
material vegetal utilizado fue acelga (Beta vulgaris L. var. cicla) cv. Fordhook Giant,
cultivada en un sistema hidroponico de raiz flotante con oxigenacion. Las temperaturas
méxima, minima y promedio durante el desarrollo del experimento fueron 35.8, 5.2y 18

°C, respectivamente. La intensidad luminosa tuvo un promedio de 280 ymol m? s™.

5.2.2. Tratamientos y disefio experimental

Se evaluaron cuatro tratamientos de Phi, los cuales fueron suministrados de manera
foliar. Las concentraciones de Phi evaluadas fueron 0, 0.25, 0.50 y 0.75%. Los
tratamientos fueron suministrados a los dias 10 y 25 después del trasplante. El Phi se
obtuvo a partir de acido fosforoso grado analitico (Sigma-Aldrich). El pH de la solucién

foliar se mantuvo en 5, para ello se ajusté adicionando KOH 1 N.

La unidad experimental se constituyd por seis plantas Cada tratamiento tuvo cuatro

repeticiones. Se utilizé disefio experimental completamente al azar.

5.2.3. Manejo del cultivo

Previamente a la instalacion del experimento, el 12 de junio de 2011, se pusieron a
germinar semillas de acelga (Beta vulgaris L. var. cicla) cv. Fordhook Giant, en una
mezcla de turba con perlita (70:30 V/V) previamente humedecida y colocada en
charolas de plastico negras de 200 cavidades. Posteriormente a la siembra se
cubrieron con un plastico negro para mantener en oscuridad y conservar la humedad

hasta su emergencia.

Para la preparacion de la solucion nutritiva se emple6é agua de pozo profundo, de la
cual se obtuvo el analisis nutrimental (Cuadro 1) y de ésa manera poder saber de qué

disposicion nutrimental se partio para la elaboracion de la solucion nutritiva.
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Cuadro 1. Analisis nutrimental del agua de riego utilizada en el experimento, en

miliequivalentes (mole m™).

N-NO3 P-H.,PO, S-S0~ K Ca®* Mg**

molc m?®  0.294 0.062 0.186 0.100 1.356 2.527

Posteriormente se realizaron riegos con agua durante una semana, a fin de mantener
la humedad. Después de ello se comenzaron a realizar riegos con solucién nutritiva

Steiner al 25% hasta el momento del trasplante, a fin de tener plantas vigorosas.

Previo al trasplante se construy6 un sistema de raiz flotante, el cual fue realizado con
madera por lo cual se corto y clavd, para construir cajas de 80 x 40 x 20 (largo x ancho
x profundidad) las cuales se forraron con plastico negro calibre 600 (cada caja fue
considerada como una unidad experimental). El sistema de oxigenacién se coloco
pegado al fondo de las cajas, para lo cual se utilizé manguera de latex tipo espagueti, a
la cual se conect6 en los extremos una bomba de aire de dos salidas por cada tres

unidades experimentales lo cual permitio tener oxigenada la raiz.

Cada unidad experimental tuvo como soporte placas de unicel, las cuales ademas
sirvieron para mantener aislado al material vegetal de la solucién nutritiva y evitar

dafios en tejido aéreo por quemaduras.

Previo al trasplante, se prepard solucién nutritiva Steiner al 50% y se ajusté el pH a 5.5
y se colocaron los soportes de unicel. El 4 de julio (22 dias después de la siembra) por
la tarde se realizé el trasplante, para lo cual se utilizaron vasos de plastico no. 4 (118
mL) previamente perforados en el fondo, en los cuales se coloco la plantula de lechuga,

rellenando los espacios libres con agrolita.

Todos los tratamientos fueron nutridos con la misma solucion y a medida que se
desarrollo el cultivo, la solucion se llevo al 100%, tomando como referencia la solucion
nutritiva Steiner (1984), fue preparada con reactivos grado analitico, se utilizé 1.06 g L™
de Ca(NO3), 4H,0; 0.30 g L™ de KNO3; 0.14 g L™ de KH,PO,; 0.49 g L™ de MgSO,
7H,O0 y 026 g L' de K,SO. La solucién nutritva se complementd con
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micronutrimentos en las siguientes concentraciones: 1.6 mg L™ de Mn; 0.11 mg L™ de
Cu; 0.86 mg L™ de B; 0.023 mg L™ de Zn; 0.048 mg L™ de Mo. El hierro se abasteci6
como Fe-EDTA a una concentracién de 5 mg L™ a partir de una solucién concentrada
preparada segun lo describen Steiner y van Winden (1970). El pH de la solucién
nutritiva se mantuvo entre 5.5 y 5.8, el cual se ajustd adicionando H,SO4 al 97% y
NaOH 1 N.

El sistema de oxigenacion se programdé con un temporizador, con catorce
programaciones distribuidas de la siguiente manera: cada hora de 8:00 AM a 8:00 PM
durante el diay a las 12:00 AM y 4:.00 AM durante la noche con una duracion cada una
de un minuto, dando un total de 14 min de oxigenacion diarios durante todo el

experimento.

El nivel de la solucion nutritiva y el pH se ajustaron cada tercer dia. Realizando un
cambio de la solucién nutritiva cada 10 dias, incrementando la concentracion de la

solucién nutritiva Steiner de acuerdo al desarrollo del cultivo hasta llevarla al 100%.

La cosecha se realiz6 cuando la acelga alcanz6é un tamafio comercial, (51 dias
después del trasplante). Al momento de la cosecha se realizaron muestreos de todos
los tratamientos, congelando 8 plantas por tratamiento a -80 °C para su posterior
analisis. De igual manera ocho plantas de acelga por tratamiento se llevaron a una

estufa de secado.

5.2.4. Variables evaluadas

Se evaluaron variables agronémicas (materia fresca de vastago y volumen de raiz,
materia seca de vastago y raiz), indicadores de calidad (actividad antioxidante total
meétodo DPPH, fenoles totales, flavonoides totales, concentracion de acido ascorbico),
e indicadores fisioldgicos (concentracién de clorofilas a, b y total, azlcares totales en
hojas, aminoacidos libres totales, proteinas solubles totales, concentraciéon nutrimental

en hojas), de la misma manera como se describe en el Capitulo 2.
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5.2.5. Analisis estadistico

Se realizaron pruebas preliminares de datos, entre ellas la de Shapiro-Wilk vy
Kolmororov-Smirnov para corroborar que los datos tuvieran una distribucién normal y
las pruebas de Levene, O’Brien y Bartlet para verificar la homogeneidad de varianzas.
Posteriormente se realiz6 un analisis de varianza (PROC ANOVA) de los datos
obtenidos y las medias fueron comparadas usando la prueba de Tukey (a < 0.05 %),
para lo cual se utilizé el programa estadistico System Analytic Statistical, version 9.3
(SAS Institute Inc., 2011).

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION
5.3.1. Indicadores agronémicos
5.3.1.1. Peso fresco de vastago y volumen de raiz

Al aplicar Phi via foliar en acelga, para volumen de raiz no hubo diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos; sin embargo, se observé un decremento
en volumen a medida que se incremento la concentracion de Phi. Para vastago se vio
un efecto similar al observado también en acelga pero con aplicaciones en la solucion
nutritiva (Cuadro 2 del Capitulo 4); y se obtuvo que a medida que se incrementd la
concentracion de Phi en aplicaciones foliares el peso fresco disminuyd, con respecto al
testigo sin Phi (Cuadro 2).

Thao et al. (2008b) realizaron experimentos con espinaca en hidroponia, y realizaron
varios tratamientos con Phi (0, 0.05, 0.2 y 2 mM) en combinacién con cuatro
concentraciones de Pi (0.05, 0.1, 0.15 y 0.3 mM), se encontré un incremento en el peso
fresco en raices con el tratamiento mas deficiente de Pi. En este experimento el
volumen de raiz se mantuvo estable sin cambios importantes, pero el vastago si se vio

afectado en forma negativa.
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Cuadro 2. Volumen de raiz y acumulacion de materia fresca de acelga cv. Fordhook

Giant con aplicaciones de fosfito via foliar.

Fosfito Volumen de raiz Vastago
(%) (cm®planta ™) (g planta * PF¥)
0.00 50.00 a* 426.97 a
0.25 48.25a 392.79 ab
0.50 48.25 a 361.08 ab
0.75 38.50 a 328.84 b
DHSY 68.37 14.24
Pr>F 0.1209 0.0028

“Valores con letras distintas en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). 'DHS:

Diferencia honesta significativa. *PF: peso fresco.
5.3.1.2. Peso seco de vastago y raiz

Las aplicaciones foliares de Phi disminuyeron de manera significativa la ganancia de
peso seco de raiz, en comparacién con el testigo libre de Phi, mientras que en vastago

no se afectd estadisticamente el peso seco (Cuadro 3).

Avila et al. (2013) realizaron experimentos en frijol, encontraron que aplicaciones de Phi
en niveles de suficiencia de Pi, no afectaron el peso seco de raiz y vastago; sin
embargo, concentraciones de 256 y 512 uM de Phi disminuyeron el peso seco de raiz y
vastago de plantas con nivel deficiente de Pi. En esta investigacion las concentraciones

mas altas de Phi disminuyeron el peso seco de raiz.
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Cuadro 3. Acumulacién de materia seca en raiz y vastago de acelga cv. Fordhook

Giant en respuesta a aplicaciones con fosfito via foliar.

Fosfito Raiz Véastago
(%) (g planta™® PS¥) (g planta™® PS)

0.00 5.38 a’ 42.58 a
0.25 4.83 ab 37.60 a
0.50 4.55 ab 45.90 a
0.75 435D 35.03 a
DHSY 0.98 12.12

Pr>F 0.0459 0.0811

“Valores con letras distintas en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). 'DHS:

Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.
5.3.2. Indicadores de calidad
5.3.2.1. Actividad antioxidante total

En acelga se observé que todos los tratamientos foliares con Phi fueron superiores al
testigo, ademas se observd que el mejor tratamiento foliar fue la aspersién de 0.50%
Phi debido a que increment6 de manera significativa la actividad antioxidante hasta en
un 344.3, 235.1 y 172.6%, en los tiempos de incubacion de 15, 30 y 60 min,
respectivamente en comparacion con el testigo, y que aplicaciones foliares superiores a

0.50% disminuyen la actividad antioxidante en hojas de acelga (Figura 1).

Lobato et al. (2011) realizaron aplicaciones de Phi en papa como estrategia de manejo
contra Phytophthora y encontraron un incremento en fitoalexinas, asi como un
incremento actividad de peroxidasa y polifenol oxidasa, por lo que dichas enzimas
pueden formar parte de los mecanismos de defensa inducidos por Phi. Si bien no se
evaluo la actividad de una enzima especifica, se corrobora que la actividad antioxidante

en aplicaciones foliares de apio se incrementa.
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Figura 1. Actividad antioxidante total en hojas de acelga cv. Fordhook Giant en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias + DE con letras
distintas en cada tiempo de incubacion, son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
(15, p=0.0001; 30, p=0.0001; 60, p=0.0001). PF=peso fresco.

5.3.2.2. Fenoles totales

En la variable fenoles totales se observé una tendencia similar que en actividad
antioxidante, pudiendo observar que la aplicacién de todos los tratamientos fue superior
al testigo. Aunado a ello se observé que el mejor tratamiento fue la aplicacion de 0.50%
de Phi, asi como una tendencia en la disminucién de la concentracién de fenoles

totales, al aplicar cantidades superiores de 0.50% de Phi via foliar (Figura 2).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios derivados de las rutas
metabdlicas de plantas de las pentosa fosfato, shikimato y fenilpropanoides (Randhir et
al., 2004). Estos compuestos son considerados de gran importancia en las plantas ya
gue juegan un papel muy importante en crecimiento, reproduccion y proteccion contra
patégenos y hervivoros (Bravo, 1998), y también contribuyen en el color y

caracteristicas sensoriales de frutas y hortalizas (Alasalvar et al., 2001). En base a lo
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mencionado por los autores y los resultados aqui obtenidos, podemos observar un

efecto positivo muy importante derivado de la aplicacion de Phi en acelga.

a
a
a
b I I I
0.00 0.25 0.50 0.75
Fosfito asperjado de manera foliar (%)

== e
NOd o
. )

=
o

o
o

Fenoles totales (mg g-* PF)
p o
~ 0

o
(V)

o
o

Figura 2. Concentracion de fenoles totales en hojas de acelga en respuesta a
diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias + DE con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0002). PF=peso fresco.

5.3.2.3. Flavonoides totales

En la Figura 3 se observan los resultados obtenidos de los tratamientos con Phi via
foliar en acelga y se encontr6 que aplicaciones de 0.50% de Phi promovieron la
concentracion de flavonoides totales en hojas hasta en un 18% mas respecto al testigo.
Ademas se observdé que concentraciones superiores a 0.50% asperjadas al follaje
tienden a disminuir la concentracion de flavonoides totales en hojas.

Oh et al. (2009) realizaron un trabajo en lechuga en donde los tratamientos consistieron
en aplicar un estrés ambiental al cultivo, su factor de estrés fue el calor en lapsos
cortos (40 °C durante 10 min), frio (4 °C un dia) aunado a altas intensidades luminosas

(800 umol m™ s™), y encontraron que varios compuestos fendlicos se incrementaron en
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respuesta a este tipo de estrés. En el experimento se observé que aplicaciones de

0.50% de Phi favorecieron el incremento de flavonoides.
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Figura 3. Concentracion de flavonoides totales en hojas de acelga en respuesta a
diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias + DE con letras distintas son

estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0045). PF=peso fresco.

5.3.2.4. Concentracion de acido ascérbico

Los resultados obtenidos al aplicar los tratamientos foliares de Phi en acelga muestran
una tendencia positiva al incrementar la dosis en la aspersion en la concentracion de
acido ascorbico, obteniendo la mas alta concentracion de éste con la aplicacion de
0.75% de Phi, siendo superior en 13% a la concentracidén registrada en el testigo
(Figura 4).
Lee y Kader (2000) reportaron que existen diversos factores de precosecha que
pueden modificar severamente la concentracion de acido ascorbico; entre ellos la
intensidad luminosa que puede incrementar la produccion de azlcares, y €stos a su
vez, en consecuencia incrementar la sintesis de acido ascérbico. En este experimento
el Phi tambien provoca un incremento en concentracién de acido ascérbico.
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Figura 4. Concentracion de acido ascorbico en hojas de acelga cv. Fordhook Giant
como respuesta a aplicaciones de fosfito via foliar. Medias + DE con letras distintas son

estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0002). PF= peso fresco.

5.3.3. Indicadores fisiolégicos
5.3.3.1. Concentracion de clorofilas a, b y total

En clorofila a, b y total no se observaron diferencias estadisticas significativas en

concentracion en hojas de acelga debidas a tratamientos foliares con Phi (Cuadro 4).

Estrada-Ortiz et al. (2011) realizaron un experimento en fresa en donde aplicaron
porcentajes del P total en forma de Phi en la solucion nutritiva, y no encontraron
diferencias estadisticas significativas en clorofila a y b en hojas de fresa en etapa de
floracion. Un caso muy similar ocurre en este experimento en donde no se ve afectada
la concentracion de clorofilas a, b y total al aplicar aspersiones de Phi en hojas de
acelga.
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Cuadro 4. Concentracion de clorofilas a, b y total en hojas de acelga cv. Fordhook

Giant en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito aplicadas via foliar.

Fosfito Clorofilas (mg g™ PF)

(%) a b total
0.00 1.15a 0.35a° 1.52 a
0.25 140 a 0.37a 156a
0.50 1.45a 0.38a 164a
0.75 1.15a 0.43a 1.99a
DHSY 0.34 0.13 0.49
Pr>F 0.0643 0.3446 0.0531

“Valores con las mismas letras en cada columna, son estadisticamente iguales (Tukey). Y/DHS: Diferencia
honesta significativa. *PF: peso fresco.

5.3.3.2. Azlcares totales en hojas

En acelga no parece haber efectos estadisticos significativos en la concentracién de
azucares totales que se pueda atribuir a tratamientos foliares con Phi (Cuadro 5). En

acelga, se observé la misma tendencia (Cuadro 4 del Capitulo 4).

Estrada-Ortiz et al. (2011) realizaron un experimento en fresa en donde aplicaron
porcentajes del P total en forma de Phi en la solucién nutritiva, y no encontraron
diferencias estadisticas significativas en la concentracion de azucares en hojas de fresa
en etapa de fructificacion, pero por otro lado encontraron que en etapa de floracién la
concentracion de azucares en hojas disminuy6 al incrementar los porcentajes de Phi en
la solucién nutritiva.
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Cuadro 5. Concentracion de azucares totales en hojas de acelga cv. Fordhook Giant

en respuesta a aplicaciones de fosfito via foliar.

Fosfito Concentracion de azUicares totales
(mole. m™®) (mg g* PFY)

0.00 2.51 a*

0.25 2.73 a

0.50 1.85a

0.75 2.75a

DHSY 1.06

Pr>F 0.2173

“Valores con las mismas letras son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). YDHS: Diferencia honesta
significativa. “PF: peso fresco.

5.3.3.3. Aminoécidos libres totales

La aplicacién foliar de fosfito incremento la concentracion de aminoacidos libres totales
en hojas de acelga; empero solo la concentracion mas baja evaluada (0.25%) fue
significativamente diferente al testigo (Figura 5).

Hernandez et al. (2000) reportan que en hojas de fresa in vitro, sometida a estrés salino
e inoculacion con Glomus, se incremento la concentracién de aminoacidos libres, en
particular de asparagina, acido aspartico y glutamina. En muchas de las ocasiones, los
factores de estrés ocasionan el incremento en la sintesis de algunos compuestos
benéficos como los aminoacidos que ayudan a contrarrestar a la planta dicho estrés,
cuando la intensidad o bien la duracion del estrés son altos, esta respuesta fisiol6gica

puede verse afectada, como se observa en la Figura 5.
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Figura 5. Concentracion de aminoacidos libres totales en hojas de acelga en respuesta
a diferentes aplicaciones de fosfito via foliar. Medias + DE con letras distintas son

estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0224). PF= peso fresco.

5.3.3.4. Proteinas solubles totales

Es muy evidente el efecto negativo de la aplicacion foliar de Phi en la concentracion de
proteinas solubles totales en hoja de acelga; al observarse la baja significativa en ésta
con todas las concentraciones de Phi evaluadas (Figura 6).

El Phi inhibe la fosforilacion de proteinas cuando existe estrés por P, condicién en la
que el Phi suprime la actividad de enzimas nucleoliticas y la expresion de la fosfatasa
acida y de genes transportadores de P en A. thaliana (Ticconi et al.,, 2001). El Phi
inhibe multiples respuestas inducidas por el insuficiencia de fosfato (Carswell et al.,
1997). Es por ello que se vio disminuida la concentracion de proteina en hojas de
acelga, a pesar de gue los tratamientos tuvieron suficiencia de Pi, pero al absorber via
foliar la planta al Phi aplicado, ocup6 espacios que utilizaria el Pi e inhibié algunas

reacciones metabdlicas.
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Figura 6. Concentracion de proteinas solubles totales en hojas de acelga cv. Fordhook
Giant en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias + DE con
letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0001). PF= peso

fresco.

5.3.4. Concentracion nutrimental

En vastago, las concentraciones de K, Ca, Mg y S fueron reducidas con la aspersion
foliar de Phi. En el caso de la concentracién de N, el valor significativamente mas alto
se obtuvo con la concentracion menor de Phi evaluada (0.25%); mientras que la
concentracion de P no se vio afectada por la aspersion de Phi via foliar. En raices solo
la concentracibn mas alta de Phi redujo significativamente la concentracion de N; el
resto de las concentraciones de macronutrimentos en raiz no fueron influenciadas por

los tratamientos aplicados (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Concentracion de macronutrimentos en vastago y raiz de acelga cv.

Fordhook Giant en respuesta a tratamientos con fosfito via foliar.

) Phi Concentracion (g kg™ PS¥)
Tejido
(%) N P K Ca Mg S
Vastago 0.00 26.90b* 2.79a 18.32 a 7.00 a 5.83 a 3.39a
0.25 2848a 285a 15.95 ab 6.86 a 5.25ab 3.10 ab
0.50 23.78c 2.48 a 1249 c 5.82 ab 4.82b 295D
0.75 23.88c 2.39 a 13.96 bc 5.20b 4.65b 2.97 ab
DHSY 1.44 0.50 2.71 1.36 0.86 0.42
Pr>F 0.0001  0.0443 0.0002 0.0055 0.0068 0.0323
Raiz 0.00 2193a 8.3la 11.52 a 30.81 a 3.42 a 21.72 a
0.25 22.65a 9.35a 13.37 a 31.00 a 4.15a 22.96 a
0.50 20.78ab 8.48a 12.08 a 31.63 a 3.83 a 24.05a
0.75 19.33b 7.36a 10.68 a 33.87 a 3.93a 26.55 a
DHS 2.47 2.80 3.16 11.33 0.86 9.26
Pr>F 0.0091 0.2655 0.1357 0.8445 0.135 0.483

“Valores con distintas letras en cada columna por 6rgano, son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
YDHS: Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.

En vastago, las concentraciones de micronutrimentos y de Na de manera general se
redujeron a medida que la concentracion de Phi en la solucién foliar asperjada
aument6. En raices, las concentraciones de micronutrimentos siguieron la misma
tendencia que en vastago, con la excepcion de Zn y B que no fueron influenciados por
los tratamientos aplicados. En el caso de la concentracion de Na en raices las

tendencias observadas no se relacionan con los tratamientos (Cuadro 7).

Estrada-Ortiz et al. (2013) reportan incrementos en la concentracién de P en hojas de
fresa en etapa de fructificacion al adicionar 40% de fésforo en forma de Phi
manteniendo siempre un nivel de suficiencia de Pi. Thao et al. (2009) encontraron que
la adicion de Phi en la solucién nutritiva incrementé la concentracion de N en vastago
de lechuga bajo condiciones suficiencia de P (0.3 mM de Pi). En este experimento se

manejaron condiciones de suficiencia de P en forma de Pi; sin embargo, lo observado
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en la concentracion de N, fue opuesta, ya que al incrementar la concentracién de Phi

via foliar, disminuy6 la concentracion de macro y micronutrimentos en hojas.

Cuadro 7. Concentracion de micronutrimentos y sodio en vastago y raiz de acelga cv.

Fordhook Giant en respuesta a tratamientos con fosfito via foliar.

. Phi Concentracion (mg kg™ PS)
Tejido

(mol, m?) Fe Cu Zn Mn B Na

Vastago 0.00 198.05a° 6.75a 18.84a 179.13 a 137.48 a 12754.90 a
0.25 106.24ab 497b 10.94b 147.55ab  125.56 ab 10526.70 b

0.50 96.95b 4.66 b 8.30 b 133.87 ab 11292 b 10648.20 b
0.75 89.48 b 4.24 b 7.84Db 111.79 b 121.58 ab 9576.20 b
DHS’ 95.38 1.13 4.79 50.12 17.66 1351.60
Pr>F 0.0179 0.0001  0.0001 0.0125 0.0104 0.0001
Raiz 0.00 3553.00a 39.27a 303la 983.20 ab 96.65a 4034.40 a

0.25 2908.10 ab 32.19ab 30.01a 982.40 ab 99.96a 3237.50b
0.50 3391.80a 35.40ab 33.35a 1335.50 a 97.81la 4023.70a
0.75 2364.50b 27.33b 28.83a 686.60 b 97.32a 2854.20b
DHS 1006.50 11.18 8.91 449.54 11.07 773.52
Pr>F 0.0179 0.0459  0.5069 0.0090 0.8281 0.0013

“Valores con letras distintas en cada columna por 6rgano, son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

YDHS: Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.

5.4. CONCLUSIONES

Aplicaciones de soluciones con 0.25% de Phi via foliar en acelga, incrementan la
concentracion de aminoacidos libres totales, asi como la mayor concentracion de N en

vastago.

La aspersion de concentraciones de 0.50% de Phi en acelga promueve el incremento
de concentraciones en actividad antioxidante total, fenoles totales, asi como de

flavonoides totales.

Concentraciones de 0.75% de Phi via foliar incrementan la concentraciéon de acido

ascorbico en hojas de acelga.
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Aplicaciones de Phi via foliar superiores a 0.25% en acelga disminuyen la acumulacion
de materia fresca en vastago, materia seca en raiz, concentracion de proteinas

solubles totales, concentracion de K, Ca, Mg, S, micronutrimentos y Na en vastago.
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CAPITULO 6. RESPUESTAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DE COL A
APLICACIONES VIA RAIZ DE FOSFITO

6.1. INTRODUCCION

El fésforo (P) es uno de los 17 nutrimentos esenciales requeridos para el crecimiento
de las plantas (Ragothama, 1999). Es el segundo nutrimento mas importante después
del nitrégeno, que limita el crecimiento de las plantas. Las plantas contienen mas de de
0.5% de P en base a peso seco y este elemento participa en diversos procesos en las
plantas, como la fotosintesis, respiracion, en la generacion y transporte de energia, en
la biosintesis de &cidos nucleicos y como componente de muchas estructuras y
fosfolipidos (Vance et al., 2003). A pesar de su importancia en el crecimiento de las
plantas y metabolismo, el P es uno de los macronutrimentos mas limitantes para las
plantas, debido a la poca disponibilidad en los suelos y baja eficiencia de aplicacion de
fertilizantes. La baja eficiencia de P también se debe a que facilmente reacciona con
hierro y aluminio en suelos acidos y en alcalinos con calcio y magnesio (Vance et al.,
2003; Cordell et al., 2011).

Existen dos formas en las que la planta puede absorber el P, cuando esta fuertemente
oxidado se le llama fosfato (Pi) y cuando esta reducido se llama fosfito (Phi) y tiene un
oxigeno menos que Pi en su estructura, y se obtiene del 4cido fosforoso. El Phi es mas
soluble que el Pi y entra de una manera mas eficiente a la planta tanto por raiz como
por la hoja (Lovatt y Mikkelsen, 2006).

Hay numerosos estudios que indican que el Phi provoca efectos negativos en el
crecimiento de plantas y que no es realmente utilizado por la planta como fuente de P
(Abel et al., 2002; Carswell et al., 1996; Carswell et al., 1997; Forster et al., 1998;
Schroetter et al., 2006). Por otro lado se ha encontrado que el Phi suprime las
respuestas moleculares de las plantas a la deficiencia de P (Abel et al., 2002; Carswell
et al., 1996; Carswell et al., 1997; Ticconi et al., 2001; Varadarajan et al., 2002).

También se tienen reportes de que las aplicaciones de Phi tienen efectos benéficos en
cultivos como pepino, en donde mejoré el crecimiento, y en naranja satsuma en Japon
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mejor6 rendimiento y calidad (Watanabe, 2005), al igual que en naranja Valencia en
Florida (Albrigo, 1999). Lovatt y Mikkelsen; (2006) asi como Rickard (2000), mencionan
que los efectos benéficos de Phi no estan relacionados con las propiedades fungicidas,
sino que mas bien se relacionan con propiedades estimulantes del crecimiento, que
puede conferir Phi, si se utiliza en concentraciones adecuadas, mismas que no pueden

ser estimuladas por Pi.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, en esta investigacion se plante6 como
objetivo evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Phi en la solucién nutritiva,
sobre indicadores agronémicos, fisiolégicos y de calidad, en el cultivo de col (Brassica
oleracea var. capitata) cv. Copenhagen Market.

6.2. MATERIALES Y METODOS
6.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

La investigacion se realizé durante los meses de diciembre de 2012 a febrero de 2013,
en un invernadero tipo tunel, localizado a 19° 29 latitud norte, 98° 53" longitud oeste y
a una altitud de 2,250 m. EIl material vegetal utilizado fue col (Brassica oleracea var.
capitata) cv. Copenhagen Market, cultivada en un sistema hidropénico de raiz flotante
con oxigenacion. Las temperaturas maxima, minima y promedio durante el desarrollo
del experimento dentro del invernadero fueron 40.8, 3.4 y 17 °C, respectivamente. La

intensidad luminosa tuvo un promedio de 273 pmol m? s™.

6.2.2. Tratamientos y disefio experimental

Se evaluaron tres diferentes soluciones nutritivas diferenciandose entre si por las
concentraciones de Phi. Las soluciones se formularon tomando como referencia la
solucion nutritiva Steiner (1984) al 100% preparada con reactivos tipo analitico,
utilizando 1.06 g L™ de Ca(NOs3), 4H,0, 0.30 g L™ de KNO3, 0.14 g L™ de KH,PO,,
0.49 g L™ de MgSO, 7H,0 y 0.26 g L™ de K,SO,. La solucién nutritiva se complementé
con micronutrimentos en las siguientes concentraciones: 1.6 mg L™ de Mn, 0.11 mg L™
de Cu, 0.86 mg L™ de B, 0.023 mg L™ de Zn, 0.048 mg L™ de Mo. El hierro se abasteci6
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como Fe-EDTA a una concentracién de 5 mg L™ a partir de una solucién concentrada

preparada segun lo describen Steiner y van Winden (1970).

Para la preparacion de la solucion nutritiva se empleé agua de pozo profundo, de la
cual se obtuvo el analisis nutrimental (Cuadro 1) y de esta manera poder saber de qué

disposicion nutrimental se partio para la elaboracion de la solucién nutritiva.

Cuadro 1. Analisis nutrimental del agua de riego utilizada en el experimento, en

miliequivalentes (mol. m™).

N-NO5’ P-H,PO, S-S0O,” K Cca®* Mg**

molc m?®  0.294 0.062 0.186 0.100 1.356 2.527

La concentracion de Phi en la solucién fue evaluada a las siguientes concentraciones:
0, 0.25 y 0.5 mol. m>. El Phi se obtuvo a partir de acido fosforoso grado analitico
(Sigma-Aldrich). EI pH de la solucién nutritiva se mantuvo entre 5.5 y 5.8 ya que se
considera un pH 6ptimo para la disponibilidad de Phi (Hanrahan et al., 2005), el cual se
ajusto adicionando H,SO,4 al 97% y NaOH 1 N.

La unidad experimental se constituyd por seis plantas. Cada tratamiento tuvo cuatro

repeticiones. Se utilizé disefio experimental completamente al azar.

6.2.3. Manejo del cultivo

El 25 de octubre de 2012, se pusieron a germinar semillas de col (Brassica oleracea
var. capitata) cv. Copenhagen Market, en una mezcla de turba con perlita (70:30 V/V)
previamente humedecida y colocada en charolas de unicel de 200 cavidades.
Posteriormente a la siembra se cubrieron con un plastico negro para mantener en

oscuridad y conservar la humedad hasta su emergencia.

Posteriormente se realizaron riegos con agua durante una semana, a fin de mantener
la humedad. Después de ello se comenzaron a realizar riegos con solucion nutritiva

Steiner al 25% hasta el momento del trasplante, a fin de tener plantas vigorosas.
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Antes del trasplante se instalé el sistema hidropdnico raiz flotante, el cual consté de
cajas de madera de 80 x 40 x 20 (largo x ancho x profundidad) forradas con plastico
negro calibre 600, considerando cada caja como unidad experimental. El sistema de
oxigenacion se colocé pegado al fondo de las cajas, para lo cual se utiliz6 manguera
negra tipo espagueti, la cual fue conectada en una linea principal y ésta a su vez fue

conectada a un compresor de aire, lo cual permitié tener oxigenada la raiz.

Cada unidad experimental tuvo como soporte laminas de fibra de vidrio, las cuales
ademas sirvieron para mantener aislado al material vegetal de la solucion nutritiva y

evitar dafos en tejido aéreo por quemaduras.

Previo al trasplante, se preparé solucién nutritiva Steiner al 50% y se ajusto el pH a 5.5
y se colocaron los soportes de fibra de vidrio. El 15 de diciembre de 2012 en la tarde,
se realizo el trasplante, para lo cual se utilizaron vasos de plastico no. 4 (118 mL)
previamente perforados en el fondo, en los cuales se colocd la plantula de col,
rellenando los espacios libres con agrolita. Cabe sefalar que la aplicacion de

tratamientos se inicioé el mismo dia del trasplante.

El sistema de oxigenacion se programé con un temporizador, realizando catorce
programaciones distribuidas de la siguiente manera: cada hora de 8:00 AM a 8:00 PM
durante el diay a las 12:00 AM y 4:00 AM durante la noche teniendo una duracién cada
una de un minuto, dando un total de 14 minutos de oxigenacion diarios durante todo el

experimento.

El nivel de la solucién nutritiva y el pH se ajustaron cada tercer dia y se hicieron
cambios de la solucién nutritiva cada 10 dias. La concentracidon de la solucién nutritiva

Steiner se incremento a lo largo del experimento hasta llevarla al 100%.

La cosecha de col se realizé 56 dias después del trasplante. Al momento de la cosecha
se realizaron muestreos de todos los tratamientos, congelando las muestras a -80 °C
para su posterior analisis. De igual manera se muestreo el peso de materia fresca y
posteriormente dichas muestras se llevaron a la estufa de secado para posteriormente

evaluar el peso de materia seca.
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6.2.4. Variables evaluadas

Se evaluaron variables agrondmicas (materia fresca de vastago, y volumen de raiz,
materia seca vastago y raiz), indicadores de calidad (actividad antioxidante total
método DPPH, fenoles totales, flavonoides totales, concentracién de acido ascoérbico),
e indicadores fisioldgicos (concentracion de clorofilas a, b y total, azGcares totales en
hojas, aminoacidos libres totales, proteinas solubles totales, concentracion nutrimental

en hojas), de la misma manera como se describe en el Capitulo 2.

6.2.5. Analisis estadistico

Se realizaron pruebas preliminares de datos, entre ellas la de Shapiro-Wilk y
Kolmororov-Smirnov para corroborar que los datos tuvieran una distribucién normal y
las pruebas de Levene, O’Brien y Bartlet para verificar la homogeneidad de varianzas.
Posteriormente se realiz6 un analisis de varianza (PROC ANOVA) de los datos
obtenidos y las medias fueron comparadas usando la prueba de Tukey (a < 0.05 %),
para lo cual se utilizé el programa estadistico System Analytic Statistical, version 9.3
(SAS Institute Inc., 2011).

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION
6.3.1. Indicadores agronémicos
6.3.1.1. Peso fresco de vastago y volumen de raiz

En col no se observd algun efecto estadistico en volumen de raiz por aplicaciones de
Phi en la solucion nutritiva; sin embargo, en vastago se observo un efecto negativo de
éstas, en peso fresco, debido a que hay una disminucién por aplicaciones de 0.25y

0.50 mol. m™ de Phi con respecto al testigo (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Volumen de raiz y acumulacién de materia fresca de col cv. Copenhagen

Market cv. Copenhagen Market con aplicaciones de fosfito en la solucién nutritiva.

Fosfito Volumen de raiz Véastago
(mol. m™) (cm?® planta™) (g planta™ PF%)
0.00 30.00 a* 307.69 a
0.25 27.00 a 206.06 b
0.50 28.25 a 255.36 b
DHSY 6.13 43.25
Pr>F 0.4771 0.0091

“Valores con letras distintas en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). YDHS:

Diferencia honesta significativa. *PF: peso fresco.

Thao y Yamakawa (2010) realizaron un experimento en komatsuna (Brassica rapa var.
peruvidis cv. Ajisai) y encontraron que aplicaciones de Phi con suficiencia de Pi no
afectaron el crecimiento de vastago y raiz; sin embargo, aplicaciones de Phi en plantas
con niveles de insuficiencia de Pi, disminuyeron significativamente el rendimiento de
raiz y vastago. Por otro lado, apoyando lo anteriormente mencionado, Danova-Alt et al.
(2008) mencionan que el Phi inhibe competitivamente la entrada de Pi a la célula.
Nuestros resultados coinciden con lo mencionado por estos autores, especialmente en

vastago, al haber por competencia, una disminucién de peso de materia fresca.
6.3.1.2. Peso seco de vastago y raiz

No se observo ningun efecto estadistico significativo en peso seco de raiz y vastago de
col, por aplicaciones de Phi en la solucion nutritiva (Cuadro 3).

McDonald et al. (2001) mencionan que el Phi intensifica el efecto de deficiencia de P.
Por el contrario, el efecto negativo de Phi en plantas con suficiencia de Pi no es muy
evidente (Thao et al., 2008; Thao et al., 2009); esto ultimo es evidente se aprecia en
este experimento con col, ya que no se afectd la biomasa seca tanto de vastago como

de raiz.
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Cuadro 3. Acumulacion de materia seca en raiz y vastago de col cv. cv. Copenhagen

Market en respuesta a aplicaciones con fosfito en la solucion nutritiva.

Fosfito Raiz Véastago
(mol. m™) (g planta™® PS¥) (g planta™® PS)
0.00 2.24 a° 32.69 a
0.25 2.06 a 29.61 a
0.50 2.02a 28.72 a
DHSY 0.26 4.00
Pr>F 0.0967 0.0510

“Valores con mismas letras en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). YDHS:

Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.
6.3.2. Indicadores de calidad
6.3.2.1. Actividad antioxidante total

Se observo un efecto positivo de aplicaciones de Phi en la solucion nutritiva sobre la
actividad antioxidante en hojas de col, siendo los tratamientos con Phi superiores al
testigo. Se detectd ademas que la concentracion de 0.50 mol. m™ fue la mejor al
incrementar en un 28.4, 23 y 18.6% la actividad antioxidante en hojas de col en los
tiempos de incubacién de 15, 30 y 60 min respectivamente, en comparacién con el

tratamiento testigo (Figura 1).

La col es un cultivo muy importante a nivel mundial, no solo por sus propiedades
alimenticias, sino por su alta actividad antioxidante y capacidad de detoxificacion de
nuestro organismo que ayuda a eliminar la producciéon de sustancias carcinogénicas
(Brooks et al., 2001; Singh et al., 2006). La col tiene propiedades antioxidantes muy

buenas, que con aplicaciones de Phi se ven incrementadas notoriamente.
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Figura 1. Actividad antioxidante total en hojas de col cv. Copenhagen Market en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias con
letras distintas son estadisticamente diferentes (15, p=0.0002; 30, p=0.0002; 60,
p=0.0006). PF=peso fresco.

6.3.2.2. Fenoles totales

Se observdé que las aplicaciones de Phi en la soluciéon nutritiva promueven el
incremento de la concentracién de fenoles totales. De los tratamientos aplicados, el
mejor fue el de 0.50 mol, m3 al incrementar en un 23.5%, la concentracién de fenoles

totales en hojas, con respecto al testigo (Figura 2).

Los compuestos fendlicos son los antioxidantes mas abundantes en las brasicas
(Podsedek, 2007). Los compuestos fendlicos son constituyentes naturales de las
plantas superiores; sin embargo, su biosintesis es también inducida en plantas que son
sometidas a algun tipo de estrés, como por ejemplo salinidad (Petridis et al. 2012). Las
aplicaciones de Phi realizadas provocaron un pequefo estrés en la planta, lo que dio

como resultado un ligero incremento de fenoles en hojas de col.
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Figura 2. Concentracion de fenoles totales en hojas de col en respuesta a diferentes
concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva. Medias con letras distintas son

estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0094). PF=peso fresco.

6.3.2.3. Flavonoides totales

Para flavonoides totales se observo la misma tendencia que para actividad antioxidante
total y fenoles totales, debido a que al incrementar la concentracion de Phi en la
solucién nutritiva se aumento la concentracién de flavonoides totales en hojas de col,

encontrandose como mejor tratamiento la aplicacién de 0.50 mol. m™ (Figura 3).

Chalquer-Scott (1999) mencionan que un estrés causado en las plantas por sales trae
consigo un incremento de antocianinas y flavonoides, lo reportaron en Arabidopsis, lo
gue se aplica al observar los resultados aqui obtenidos, ya que el Phi es una forma de
estrés para la planta, a la cual reacciona la planta con el incremento en la

concentracion de flavonoides.
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Figura 3. Concentracion de flavonoides totales en hojas de col en respuesta a
diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias con letras distintas

son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0004). PF=peso fresco.
6.3.2.4. Concentracion de &cido ascérbico

Se observé un gran incremento en la concentracion de acido ascérbico a medida que
se aumentd la concentracion de Phi en la solucion nutritiva, se obtuvo que la
concentracion de 0.50 mol. m2 de Phi increment6 hasta en 1589.8% la concentracion

de &cido ascorbico en hojas, en relacion al testigo (Figura 4).

Thao et al. (2009) no encontraron efecto de aplicaciones de fosfito en hojas de lechuga
y sefialan que no tiene efecto en la biosintesis de acido ascorbico; sin embargo, en
este experimento hay un incremento muy importante de vitamina C, lo cual nos hace
pensar que el cultivo influye notoriamente en la respuesta a Phi de plantas de col lo

cual incrementa la concentracién de acido ascorbico.
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Figura 4. Concentracién de &cido ascoérbico en hojas de col cv. Copenhagen Market
como respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias
con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0001). PF=

peso fresco.

6.3.3. Indicadores fisioldgicos
6.3.3.1. Concentracion de clorofilas a, b y total

En el Cuadro 4 se pueden observar los resultados de los tratamientos con Phi sobre la
variable concentracion de clorofilas a, b y total, obteniendo que no hay diferencias

estadisticas entre tratamientos.

Ticconi et al. (2001) reportaron que las hojas tratadas con altas concentraciones de Phi,
tienen una tonalidad de hoja mas clara, por lo cual quiere decir que Phi tiene una
influencia sobre la molécula de la clorofila. Sin embargo en el cultivo de col no hubo
respuesta en la concentracion de clorofila, al no tener variaciones de clorofila a, b y

total en hojas.
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Cuadro 4. Concentracion de clorofilas a, b y total en hojas de col cv. Copenhagen

Market en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva.

Fosfito Clorofilas (mg g™ PF")

(%) a b Total
0.00 0.33a 017 & 0.51a
0.25

041 a 0.18 a 0.59a
0.50 0.38a 017 a 0.56 a
DHSY 0.14 0.06 0.2
Pr>F 0.3906 0.7375 0.5169

“Valores con las mismas letras en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey). ’DHS: Diferencia
honesta significativa. “PF: peso fresco.

6.3.3.2. AzUcares totales en hojas

La respuesta observada en la concentracion de azucares totales en hojas de col sigue
la misma tendencia que las variables de calidad, ya que a medida que se incremento la
concentracion de Phi en la solucion nutritiva, aumentd la concentraciéon de azlcares

totales (Figura 5).

Bajo deficiencias de P, la acumulacién de carbohidratos en raices y hojas se
incrementa marcadamente (Li et al., 2001), como se mencioné ya con anterioridad, el
Phi compite directamente con Pi en la entrada a la planta y muchas ocasiones tienen
efectos muy marcados por competencia, lo cual se vio reflejado en el incremento de

azucares al adicionar Phi, lo cual hace evidente el incremento de azucares en hojas.
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Figura 5. Concentracién de azlcares totales en hojas de col cv. Copenhagen Market
en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva. Medias
con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0004). PF=

peso fresco.
6.3.3.3. Aminoéacidos libres totales

A diferencia de otras variables estudiadas en el cultivo de col, la variable aminoacidos
totales mostré una respuesta diferente a aplicaciones de Phi en la solucion nutritiva, en
la Figura 6 podemos observar que a medida que se increment6 la concentracién de
Phi, se present6 una disminucién en la concentracion de aminoécidos libres totales. Si
comparamos los resultados obtenidos en col con los obtenidos en lechuga (Figura 7 del
Capitulo 2), y con los obtenidos en acelga (Cuadro 5 del Capitulo 4), partimos de que
los tratamientos de Phi utilizados fueron los mismos, sin embargo en cada caso se
obtuvieron diferentes resultados, esto es, mientras que en lechuga la concentracion de
0.25 mol. m™ promovié la concentracién de aminoacidos con respecto al testigo, en
acelga no se vio afectada la concentracion de aminoacidos por efecto de los
tratamientos con Phi, pero en el caso de la col se obtuvieron efectos negativos, ya que
se dio una disminucion de la concentracion de aminoacidos al realizar aplicaciones de
Phi, por lo que la respuesta de los cultivos a aplicaciones de Phi es diferencial en el

caso de aminoacidos libres totales.
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Berkowitz et al. (2013) realizaron experimentos en Arabidopsis en donde realizaron
aplicaciones de Phi en plantas con suficiencia de Pi (0.5 mM Pi + 2.5 mM Phi)
comparandolas con plantas con limitacion de Pi (0.05 mM Pi) y reportan que en plantas
tratadas con Phi se produjo una reduccion entre 40 y 60% en aminoacidos como
asparagina, acido glutamico, acido aspartico y serina, y en contraste en plantas con
limitacion de Pi, pero sin Phi, los mismos aminoacidos se incrementaron entre un 10 y
20% tomando como referencia un testigo con 0.5 mM de Pi. Lo cual concuerda con
nuestros resultados al haber una disminucion de aminoacidos al incrementar Phi, en el

caso de col.

30 -

25 -

Aminoacidos libres totales
(UM g1 PF)

15 -
0.00 0.25 0.50

Fosfito adicionado a la solucién nutritiva (mol, m-3)

Figura 6. Concentracion de aminoacidos libres totales en hojas de col cv. Copenhagen
Market en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva.
Medias con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0039).

PF= peso fresco.

6.3.3.4. Proteinas solubles totales

En la Figura 7, se observa que aplicaciones de 0.25 mol. m™® de Phi en la solucién
nutritiva, incrementan la concentracion de proteina soluble total en hojas de col en un
17%, en comparaciéon con el testigo. Comparando los resultados obtenidos en col con
los obtenidos en lechuga (Figura 8 del Capitulo 2), es evidente que en col hay mayor
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concentracion de proteina en hoja, sin embargo, en ambos cultivos la adicion de 0.25

mol. m™

incrementd la concentracion de proteinas solubles totales en porcentajes
similares, ya que en lechuga la incrementd6 en un 18.2% y en ambos cultivos,
cantidades superiores de Phi en la solucion nutritiva mostraron tendencia a disminucion
en concentracion de proteina. Por otro lado los resultados en acelga son contrastantes
a los de col y lechuga, debido a que aplicaciones de Phi en la solucion nutritiva

disminuyen la concentracion de proteinas en hojas (Figura 6 del Capitulo 4).
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Figura 7. Concentracion de proteinas solubles totales en hojas de col cv. Copenhagen
Market en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva.
Medias con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0069).

PF= peso fresco.

En Brassica nigra, bajo condiciones de deficiencia de fosfato y abastecimiento de
fosfito en concentraciones de 1.5 a 10 mM, se observé la induccién de la actividad de
las enzimas fosfoenolpiruvato fosfatasa y la fosfofructocinasa dependiente de la
pirofosfatasa; mientras que la concentracion de proteina y la actividad de las enzimas
fosfofructocinasa dependiente de ATP y de la piruvato cinasa no fueron afectadas tanto
en plantas deficientes en P como en aquellas suficientes en este elemento. Si bien el
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fosfito no es un sustrato en reacciones enzimaticas de transferencia de grupos fosforil,
otras proteinas de union a fosfato tales como los transportadores de fosfato, participan
en la absorcion de fosfato o como componentes de la traduccibn de sefiales
relacionadas con la deteccion del estatus de fosfato en planta; aparentemente no
discriminan entre fosfato y fosfito (McDonald et al., 2001). Lo anteriormente
mencionado coincide con los resultados ya que aplicaciones de Phi, en especial de
0.25 mol. m™ no afecté la concentracion de proteina, sino que la incrementd, pero sin

superar estadisticamente al testigo.

6.3.4. Concentracion nutrimental

De manera general en col con tratamientos de Phi en la solucion nutritiva, se observo
gue los nutrimentos se encuentran en mayor concentracion en raiz que en vastago; sin
embargo, en los Cuadros 5y 6 podemos observar que N, K, Mg y B se encuentran en

concentraciones mayores en vastago que en raiz.

En vastago no hubo efectos estadisticos por los tratamientos con Phi en N, P, Ca, Mg,
S, Zn, By Na. Por otro lado se observé que en K al incrementar la concentracion de Phi
en la solucion, se incrementé también la concentracion de K. Caso contrario en Fe y
Mn se dié una disminucion de la concentracion de dichos nutrimentos con las

aplicaciones de Phi.

En raiz, la concentracion de P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn y B no fue afectada
estadisticamente por las aplicaciones de Phi en la solucién nutritiva. En cambio, otros
nutrimentos como el N y Mn fueron afectados por aplicaciones de Phi, ya que al
incrementar la concentracion de Phi, disminuyo la concentracion de N y Mn en raiz de
col. En S ocurrié un caso opuesto a los anteriores, ya que la aplicacién de 0.50 mol. m™

de Phi, incrementd su concentracion.

Thao et al. (2009) encontraron que la adicion de Phi en la solucidon nutritiva incrementé
la de N en vastago de lechuga bajo condiciones suficiencia de P (0.3 mM de Pi). En
este experimento se manejaron condiciones de suficiencia de P en forma de Pi, sin
embargo lo observado en la concentracion de N, fue opuesta, ya que al incrementar la
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concentracion de Phi en la solucion se disminuyé la concentracion de N. Constan-
Aguilar et al. (2014) encontraron que adicionar Phi en diferentes concentraciones, en la
solucién nutritiva no modifico la concentracién de P total en parte aérea de plantas de
pepino, sin importar si tenia condiciones de suficiencia o insuficiencia de P en forma de
Pi.

Cuadro 5. Concentracion de macronutrimentos en vastago y raiz de col cv.

Copenhagen Market en respuesta a tratamientos con fosfito en la solucién nutritiva.

Phi Concentracion (g kg™ PS%)
Tejido
(mole m™®) N P K Ca Mg S
Vastago 0.00 34.64 a* 3.70 a 11.77 b 15.73 a 592a 10.24a
0.25 29.16 a 3.8la 13.20ab 1551a 596a 9.84a
0.50 30.27 a 4.24 a 15.44 a 15.74 a 6.45a 10.45a
DHS 9.38 0.59 2.89 1.94 0.97 1.410
Pr>F 0.2761 0.0680 0.0188 0.9315 0.2887 0.5031
Raiz 0.00 26.83 a 8.82a 7.80 a 25.39 a 455a 9.43ab
0.25 26.58 ab 7.13 a 7.75a 16.82 a 358a 6.62b
0.50 23.98 b 10.73 a 11.06 a 25.95 a 5.35a 10.33a
DHSY 2.64 4.36 4.80 9.77 2.25 3.18
Pr>F 0.0266 0.1234 0.1417 0.0493 0.1423 0.0241

“Valores con distintas letras en cada columna en cada 6rgano, son estadisticamente diferentes (Tukey).

YDHS: Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.
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Cuadro 6. Concentraciéon de micronutrimentos y sodio en vastago y raiz de col cv.

Copenhagen Market en respuesta a tratamientos con fosfito en la solucion nutritiva.

Phi Concentracion (mg kg™ PS¥)

Tejido  (mol. m™) Fe Cu Zn Mn B Na

Vastago 0.00 128.83a° 3.48a 21.63a 11496a 9857a 4160.40a
0.25 11564a 284b 1890a 120.52a 105.51a 4129.20a
0.50 7843b 3.1lab 1948a 101.71b 96.03a 4564.50a

DHS 33.81 0.64 7.79 11.64 35.89 2041.20
Pr>F 0.0064 0.0583 0.6058 0.0041 0.7541 0.8062
Raiz 0.00 2464.40a 77.18a 46.05a 2634.30a 79.42a 4006.80a

0.25 1573.70a 54.57a 33.67a 34331b 56.95a 3841.30a
0.50 2049.50a 86.86a 46.55a 520.04b 88.43a 6128.30a
DHSY 9.44 36.89 20.71 272.26 40.59 2435.80
Pr>F 0.0762 0.0921 0.1995 0.0001 0.1380 0.0496

“Valores con distintas letras en cada columna en cada 6rgano, son estadisticamente diferentes (Tukey).

YDHS: Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.

6.4. CONCLUSIONES

Aplicaciones de Phi en concentraciones de 0.25 mol; m?3 en la solucién nutritiva,
incrementan la concentracién de proteinas solubles totales en hojas de col. Asi mismo,

2 en la soluciéon nutritiva,

concentraciones iguales o superiores a 0.25 mol m
incrementan la actividad antioxidante total, concentracion de fenoles totales, acido

ascorbico, azucares totales en hojas y K en vastago de col.

Por otro lado concentraciones iguales o superiores a 0.25 mol. m™ en la solucién
nutritiva disminuyen materia fresca en vastago, concentraciones de aminoacidos

solubles totales, asi como N y Na en raiz y Fe y Mn en vastago.
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CAPITULO 7. RESPUESTAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DE COL A
APLICACIONES FOLIARES DE FOSFITO

7.1. INTRODUCCION

El fosforo (P) es un macronutrimento esencial en las plantas, el cual juega un papel
muy importante en muchos procesos fisiologicos y metabdlicos. Es un constituyente
estructural clave de moléculas como fosfolipidos y acidos nucleicos, asi como un
componente en reacciones de transferencia de energia y sefales de transduccion,

activador metabdlico y regulador de actividad enzimatica (Marschner, 2012).

Para poder ser metabolizado por la planta el fosfato (Pi) reacciona con la enzima
fosfatasa, esta enzima reconoce tres de los cuatro &tomos de oxigeno del ién y el otro
oxigeno queda disponible para reaccionar en otras catdlisis. El fosfito (Phi) solo tiene
tres atomos de oxigeno y un hidrégeno toma el lugar del otro oxigeno. Por dichas
diferencias el Phi no puede ser metabolizado por la planta, por lo cual el Phi no
participa en las mismas reacciones bioquimicas que Pi. El Phi es descartado por la
mayoria de enzimas que participan en las reacciones de transferencia de P (Plaxton,
1998).

Diversos trabajos mencionan los efectos de el Phi en las plantas, como por ejemplo, el
Phi mejora el balance nutrimental, promueve la maduracion e incrementa la calidad de
los frutos asi como la calidad en postcosecha (Nojosa et al., 2005; Lobato et al., 2008;
Moor et al., 2009). El Phi es mas soluble que Pi, de manera que se eficientiza su
absorcion tanto en raiz como en hojas de las plantas; se menciona que el Phi ademas
de tener propiedades fungicidas, tiene propiedades estimulantes del crecimiento si se
utiliza en las cantidades adecuadas (Lovatt y Mikkelsen, 2006).

La col es una de las hortalizas cultivadas en el mundo de mayor importancia, pertenece
a la familia de las cruciferas y es originaria del oeste de Europa. Se ha demostrado que
la col tiene tanto excelentes propiedades nutricionales como medicinales, por su amplio
contenido de antioxidantes capaces de prevenir diversas enfermedades degenerativas
como cancer, asi como enfermedades cardiovasculares (Block et al., 1992). Las

119



Capitulo 7

propiedades benéficas de las cruciferas se atribuyen principalmente a la gran cantidad

de fitoquimicos antioxidantes como el acido ascorbico (Prior y Cao, 2000).

Resulta especialmente interesante poder evaluar el efecto de el Phi en cultivos con
gran cantidad de antioxidantes, para observar su posible efecto estimulante. En esta
investigacion, se plante6 como objetivo evaluar el efecto de diferentes concentraciones
de el Phi aplicadas de manera foliar, sobre indicadores agrondmicos, fisiolégicos y de

calidad, en el cultivo de col (Brassica oleracea var. capitata) cv. Copenhagen Market.

7.2. MATERIALES Y METODOS
7.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

La investigacion se realizo durante los meses de diciembre de 2012 a febrero de 2013,
en un invernadero tipo tanel, localizado a 19° 29" latitud norte, 98° 53" longitud oeste y
a una altitud de 2,250 m. El material vegetal utilizado fue col (Brassica oleracea var.
capitata) cv. Copenhagen Market, cultivada en un sistema hidropénico de raiz flotante
con oxigenacién. Las temperaturas méaxima, minima y promedio durante el desarrollo
del experimento dentro del invernadero fueron 40.8, 3.4 y 17 °C, respectivamente. La

intensidad luminosa tuvo un promedio de 273 pmol m? s™.

7.2.2. Tratamientos y disefio experimental

Se evaluaron cuatro tratamientos de Phi, los cuales fueron suministrados de manera
foliar. Las concentraciones de Phi evaluadas fueron 0, 0.25, 0.50 y 0.75%. Los
tratamientos fueron suministrados a los dias 20 y 30 después del trasplante. El Phi se
obtuvo a partir de acido fosforoso grado analitico (Sigma-Aldrich). El pH de la solucion

foliar se mantuvo en 5, para ello se ajust6 adicionando KOH 1 N.

La unidad experimental se constituyé por seis plantas, cada tratamiento tuvo cuatro

repeticiones. Se utilizé disefio experimental completamente al azar.
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7.2.3. Manejo del cultivo

El 25 de octubre de 2012, se pusieron a germinar semillas de col (Brassica oleracea
var. capitata) cv. Copenhagen Market, en una mezcla de turba con perlita (70:30 V/V)
previamente humedecida y colocada en charolas de unicel de 200 cavidades.
Posteriormente a la siembra se cubrieron con un plastico negro para mantener en
oscuridad y conservar la humedad hasta su emergencia. Posteriormente se realizaron
riegos con agua durante una semana, a fin de mantener la humedad. Después de ello
se comenzaron a realizar riegos con solucion nutritiva Steiner al 25% hasta el momento

del trasplante, a fin de tener plantas vigorosas.

Para la preparacion de la solucion nutritiva se empleé agua de pozo profundo, de la
cual se obtuvo el analisis nutrimental (Cuadro 1) y de esta manera poder saber de qué

disposicion nutrimental se partio para la elaboracion de la solucién nutritiva.

Cuadro 1. Andlisis nutrimental del agua de riego utilizada en el experimento en

miliequivalentes (en mole m™).

N-NO3 P-H.,PO, S-S0O,” K ca®” Mg**

molc m?®  0.294 0.062 0.186 0.100 1.356 2.527

Antes del trasplante se instal6 el sistema hidroponico raiz flotante, el cual consté de
cajas de madera de 80 x 40 x 20 (largo x ancho x profundidad) forradas con plastico
negro calibre 600, considerando cada caja como unidad experimental. El sistema de
oxigenacion se colocé pegado al fondo de las cajas, para lo cual se utiliz6 manguera
negra tipo espagueti, la cual fue conectada en una linea principal y ésta a su vez fue
conectada a un compresor de aire, lo cual permitio tener oxigenada la raiz y evitar su

pudricion.

Cada unidad experimental tuvo como soporte laminas de fibra de vidrio, las cuales
ademas sirvieron para mantener aislado al material vegetal de la solucién nutritiva y

evitar dafos en tejido aéreo por quemaduras.
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Previo al trasplante, se prepar6 solucidon nutritiva Steiner al 50% y se ajusto el pH a 5.5
y se colocaron los soportes de fibra de vidrio. El 15 de diciembre de 2012 en la tarde,
se realizo el trasplante, para lo cual se utilizaron vasos de plastico no. 4 (118 mL)
previamente perforados en el fondo, en los cuales se colocé la plantula de col,

rellenando los espacios libres con agrolita.

Todos los tratamientos fueron nutridos con la misma solucion y a medida que se
desarroll6 el cultivo, la solucion se llevdé al 100%, fue formulada tomando como
referencia la solucion nutritiva Steiner (1984), siendo preparada con reactivos tipo
analitico, utilizando 1.06 g L™ de Ca(NOs), 4H,0; 0.30 g L™* de KNOs; 0.14 g L™ de
KH,POy4; 0.49 g L™ de MgSO4 7H,0 y 0.26 g L™ de K»SO,. La solucién nutritiva se
complementé con micronutrimentos en las siguientes concentraciones: 1.6 mg L™ de
Mn; 0.11 mg L™ de Cu; 0.86 mg L™ de B; 0.023 mg L™ de Zn; 0.048 mg L™ de Mo. El
hierro se abasteci6 como Fe-EDTA a una concentracién de 5 mg L™ a partir de una
solucion concentrada preparada segun lo describen Steiner y van Winden (1970). El pH
de la solucién nutritiva se mantuvo entre 5.5 y 5.8, el cual se ajusté adicionando H,SO,4
al 97% y NaOH 1 N.

El sistema de oxigenacion se programO con un temporizador, realizando catorce
programaciones distribuidas de la siguiente manera: cada hora de 8:00 AM a 8:00 PM
durante el diay a las 12:00 AM y 4:00 AM durante la noche teniendo una duracion cada
una de un minuto, dando un total de 14 minutos de oxigenacion diarios durante todo el

experimento.

El nivel de la solucion nutritiva y el pH se ajustaron cada tercer dia. Realizando un
cambio de la solucidén nutritiva cada 10 dias, incrementando la concentracion de la

solucién nutritiva Steiner de acuerdo al desarrollo del cultivo hasta llevarla al 100%.

La cosecha de col se realizé 56 dias después del trasplante. Al momento de la cosecha
se realizaron muestreos de todos los tratamientos, congelando las muestras a -80 °C

para su posterior analisis. De igual manera se muestreo el peso de materia fresca y
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posteriormente dichas muestras se llevaron a la estufa de secado para posteriormente

evaluar el peso de materia seca.

7.2.4. Variables evaluadas

Se evaluaron variables agrondmicas (materia fresca de vastago y volumen de raiz,
materia seca de vastago y raiz), indicadores de calidad (actividad antioxidante total
método DPPH, fenoles totales, flavonoides totales, concentracion de acido ascorbico),
e indicadores fisioldgicos (concentracion de clorofilas a, b y total, azlGcares totales en
hojas, aminoacidos libres totales, proteinas solubles totales, concentracion nutrimental

en hojas), de la misma manera como se describe en el Capitulo 2.

7.2.5. Analisis estadistico

Se realizaron pruebas preliminares de datos, entre ellas la de Shapiro-Wilk vy
Kolmororov-Smirnov para corroborar que los datos tuvieran una distribucién normal y
las pruebas de Levene, O’Brien y Bartlet para verificar la homogeneidad de varianzas.
Posteriormente se realizd6 un analisis de varianza (PROC ANOVA) de los datos
obtenidos y las medias fueron comparadas usando la prueba de Tukey (a < 0.05 %),
para lo cual se utilizé el programa estadistico System Analytic Statistical, version 9.3
(SAS Institute Inc., 2011).

7.3. RESULTADOS Y DISCUSION
7.3.1. Indicadores agronémicos
7.3.1.1. Peso fresco de vastago y volumen de raiz

Los resultados de tratamientos foliares de Phi en el cultivo de col nos indican que el
tratamiento con 0.50% de Phi via foliar promovié el incremento en volumen de raiz,
peso fresco en vastago, de igual manera se observé que cantidades superiores de Phi
afectan negativamente tanto volumen de raiz, como peso fresco de vastago (Cuadro 2).
Los resultados obtenidos en lechuga y acelga en los experimentos con tratamientos

foliares de Phi fueron muy diferentes a los obtenidos en col, debido a que tanto en
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lechuga como acelga el volumen de raiz no se vio afectado estadisticamente por los
tratamientos con Phi, por otro lado el vastago en lechuga no se vio afectado por los
tratamientos (Cuadro 2 del Capitulo 3), pero en acelga los resultados fueron negativos
en peso fresco al causar una disminucién al incrementar la concentracion foliar de Phi
(Cuadro 2 del Capitulo 5).

Cuadro 2. Volumen de raiz y acumulacién de materia fresca de col cv. Copenhagen

Market con aplicaciones de fosfito via foliar.

Fosfito Volumen de raiz Vastago
(%) (cm?® planta™) (g planta™ PF¥)
0.00 30.00 ab 307.69 b?
0.25 29.88 ab 380.01 a
0.50 37.00 a 411.21 a
0.75 23.13 b 283.38 b

DHSY 8.19 66.30
Pr>F 0.0010 0.0001

“Valores con letras distintas en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey). Y'DHS: Diferencia
honesta significativa. *PF: peso fresco.

Thao et al. (2008) reportan en espinaca una disminucién en crecimiento de plantas de
espinaca a medida que se incrementé la concentracion de aplicaciones foliares de Phi
en las plantas, y ademas observaron toxicidad en todas las aplicaciones de Phi. Lo cual
no concuerda con nuestros resultados, ya que concentraciones de 0.50% de Phi en
raiz incrementd el volumen de raiz y concentraciones de 0.25 y 0.50% de Phi

incrementaron el peso fresco en vastago siempre aplicando suficiencia de Pi.
7.3.1.2. Peso seco de vastago y raiz

Los tratamientos con Phi via foliar no afectaron estadisticamente el peso seco de raiz,
sin embargo al igual como sucedio con el peso fresco, el tratamiento con 0.50% de Phi
via foliar incrementd en este caso el peso seco de vastago en col (Cuadro 3).
Comparando los resultados con los del experimento realizado en lechuga (Cuadro 3 del

Capitulo 3) encontramos que para raiz tanto en lechuga como en col no se vio afectado
124



Capitulo 7

el peso de materia seca con los tratamientos de Phi foliares, e incluso en lechuga
tampoco se vio afectado vastago, por otro lado en acelga (Cuadro 3 del Capitulo 5) el
vastago no se vio afectado por los tratamientos, pero en raiz el Phi aplicado via foliar

tuvo efectos negativos en acumulacion de materia seca.

Cuadro 3. Acumulacion de materia seca en raiz y vastago de col cv. Copenhagen

Market en respuesta a aplicaciones con fosfito via foliar.

Fosfito Raiz Véastago
(%) (g planta™® PS*) (g planta™ PS)

0.00 2.24 a* 32.69 bc
0.25 2.60 a 38.18 ab
0.50 2.60 a 39.48 a
0.75 217a 29.35 ¢
DHSY 0.50 6.16
Pr>F 0.0401 0.0001

“Valores con letras distintas en cada columna, son estadisticamente diferentes (Tukey). ’'DHS: Diferencia

honesta significativa. *PS: peso seco.

Estos resultados muestran concordancia en vastago, con lo obtenido por Schroetter et
al. (2006); por un lado, el peso seco de plantas de maiz con deficiencias de P se vio
fuertemente disminuido estadisticamente con aplicaciones de Phi, en comparacion con
el testigo y plantas con Pi; sin embargo, se registr6 que en plantas de maiz con
suficiencia de P no hubo diferencias significativas al aplicar Phi, con respecto al testigo

y a las tratadas con fosfato.

7.3.2. Indicadores de calidad
7.3.2.1. Actividad antioxidante total

En actividad antioxidante la respuesta del cultivo de col fue muy diferente entre
tratamientos foliares y tratamientos a la solucién nutritiva, ya que como se observa en
la Figura 1 los tratamientos de Phi fueron tuvieron un efecto negativo en la actividad

antioxidante; en cambio cuando los tratamientos fueron a la solucién nutritiva se
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incrementd ampliamente la actividad antioxidante a medida que se aumento la

concentracion de Phi (Figura 1 del Capitulo 6).
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Figura 1. Actividad antioxidante total en hojas de col cv. Copenhagen Market en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias con letras distintas
son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (15, p=0.0001; 30, p=0.0001; 60,
p=0.0001). PF=peso fresco.

Avila et al. (2013) encontraron una disminucién de la fosfatasa acida al incrementar las
concentraciones de Phi en condiciones de insuficiencia de Pi. Ademas mencionan que
bajo condiciones de suficiencia de Pi, el Phi incrementa la concentracion de catalasa, lo
cual es ventajoso, ya que dicha enzima protege contra estrés oxidativo a la planta; con
el incremento de la actividad de catalasa se esta incrementando la actividad
antioxidante en plantas de frijol. Sin embargo, con aplicaciones foliares de Phi en col se

obtuvieron resultados que no coinciden con lo anteriormente mencionado.
7.3.2.2. Fenoles totales

Para fenoles totales, con tratamientos foliares de Phi, se obtuvo que aplicaciones de

Phi de 0.50 y 0.75% igualaron al testigo sin Phi, sin embargo, el tratamiento de 0.25%
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afectd negativamente la concentracion de fenoles totales en hojas de col (Figura 2), por

lo cual las aplicaciones foliares de Phi no incrementaron fenoles totales en col.
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Figura 2. Concentracidon de fenoles totales en hojas de col cv. Copenhagen Market en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias con letras distintas
son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0010). PF=peso fresco.

Podsedek et al. (2006) obtuvieron valores de fenoles en col que fluctuaron entre 21 a
171 mg 100 g* PMF, por otro lado Singh et al. (2006) realizaron determinacién de
fenoles totales en col y reportaron valores entre 12.58 a 34.41 mg 100 g* PMF,

resultados similares a los aqui obtenidos.

7.3.2.3. Flavonoides totales

La concentracién de flavonoides totales fue afectada de manera negativa por los
tratamientos con Phi via foliar, debidos a que a medida que se incrementd la
concentracion de Phi en la solucion nutritiva, la concentracion de flavonoides totales fue

en descenso (Figura 3). Los tratamientos foliares de Phi en lechuga y col ocasionaron

127



Capitulo 7

respuestas similares, en ambos cultivos disminuyeron la concentracion de flavonoides

totales (Figura 2 del Capitulo 3).
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Figura 3. Concentracion de flavonoides totales en hojas de col cv. Copenhagen Market
en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias con letras

distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0067). PF=peso fresco.

Los flavonoides son de los fitoquimicos mas abundantes en plantas del género
Brassica y tienen funciones muy importantes en la planta, ya que la protegen de la
radiacion UV, contra patégenos, insectos y de la ingesta por algunos animales, es por
ello que someter plantas a estrés por mayor radiacion, temperatura incrementa la

concentracion de flavonoides (Pinter et al., 2007; Rice-Evans y Packer, 2003).

7.3.2.4. Concentracién de acido ascérbico

Con aplicaciones foliares de Phi en col, se ha observado que hay una relacion positiva
entre aplicaciones de Phi y el incremento de la concentracion de acido ascorbico, ya
gue con aplicaciones foliares de Phi a 0.50% se increment6 en 2663% la concentracion
de acido ascorbico al compararlo con el testigo (Figura 4).
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Figura 4. Concentracion de &cido ascérbico en hojas de col cv. Copenhagen Market
como respuesta a aplicaciones de fosfito via foliar. Medias con letras distintas son

estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0001). PF= peso fresco.

En el cultivo de col tanto con tratamientos de Phi foliares como en la solucion nutritiva,
se observo una fuerte tendencia en el incremento de acido ascorbico al aplicar Phi
(Figura 4 del Capitulo 6). De manera contrastante en el cultivo de lechuga se observo
una disminucién de &cido ascorbico a medida que se incremento la concentracion de
tratamientos con Phi, tanto foliares como en la solucién nutritiva (Figura 4 del Capitulo
2 y Figura 4 del Capitulo 3, respectivamente), por lo que se entiende que los cultivos
tienen una respuesta diferencial a la dosis y via de aplicacién de Phi en lo que a la

concentracion de acido ascoérbico en hojas.

Moor et al. (2009) reportaron un incremento en la concentracion de acido ascérbico en
plantas de fresa tratadas previo a su trasplante con una solucion con fosfito, este
incremento es atribuido al efecto promotor de los mecanismos de defensa de las
plantas del Phi, los resultados en col aqui obtenidos muestran una respuesta positiva a
las aplicaciones de Phi, por lo que si el objetivo es el aumento en la concentracion de
acido ascorbico en col la utilizacion de Phi en concentraciones adecuadas es una

alternativa viable.
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7.3.3. Indicadores fisioldgicos
7.3.3.1. Concentracion de clorofila a, b y total

Se observé que aplicaciones foliares de 0.25% de Phi en col, incrementaron la
concentracion de clorofila a, b y total hasta en un 15.4, 13.9 y 14.9%, respectivamente
en comparacion con el testigo (Figura 5). Al contrastar estos resultados con los
obtenidos en lechuga se observa que en ambos cultivos (col y lechuga), se incrementa
la concentracion de clorofilas con dosis bajas de Phi en la solucion a asperjar, es decir
0.25% (Capitulo 3, Figura 5). Por otro lado con los mismos tratamientos en el cultivo de
acelga no se registraron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos en

estas variables (Cuadro 4 del Capitulo 5).

En el cultivo de fresa aplicaciones de Phi del 30% del P total incrementaron la
concentracion de clorofilas a, b y total (Estrada-Ortiz et al., 2011). En este experimento
también hubo una respuesta positiva en la concentracion de clorofilas cuando se

asperjo solucion foliar con Phi a concentracion de 0.25%.

m0.00 % Phi  00.25 % Phi 0.50 % Phi 0.75 % Phi

ra

o

w
o

a b total
Clorofilas

Figura 5. Concentracion de clorofilas a, b y total en hojas de col cv. Copenhagen

Market en respuesta a diferentes aplicaciones de fosfito via foliar. Medias con letras
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distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (Chl a, p=0.0110; Chl b,
p=0.0178; Chl total, p=0.0124). PF= peso fresco.

7.3.3.2. Azucares totales en hojas

En el cultivo de col no se obtuvieron diferencias estadisticas entre tratamientos sobre la
variable azlcares totales en hojas; sin embargo, numéricamente se observa
incremento en concentracion de azlcares a medida que se aumenta la concentracion
en la aplicacion foliar de Phi (Cuadro 4), lo cual permite hipotetizar que al asperjar en
col concentraciones de Phi superiores a las aqui evaluadas, se podria incrementar mas
la concentracion de azlcares y obtener diferencias estadisticas significativas, como
sucedio en los tratamientos consistentes en suministro de Phi en la solucion nutritiva en
col (Figura 5 del Capitulo 6).

Estos resultados coinciden con lo reportado por Estrada-Ortiz et al. (2011) y a que ellos
realizaron un experimento en fresa y no encontraron diferencias significativas en la
concentracion de azucares totales en hojas de fresa con diferentes concentraciones de

Phi via solucion nutritiva.

Cuadro 4. Concentracion de azucares totales en hojas de col cv. Copenhagen Market

en respuesta a aplicaciones de fosfito via foliar.

Fosfito Concentraciéon de azlcares totales

(%) (mg g* PF¥)
0.00 2.81 a°
0.25 290 a
0.50 3.15a
0.75 3.08a
DHSY 0.44

Pr>F 0.1608

“Valores con las mismas letras son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). YDHS: Diferencia honesta

significativa. “PF: peso fresco.

7.3.3.3. Aminoécidos libres totales

Al realizar aplicaciones foliares de Phi en el cultivo de col se observé que no afectan

significativamente la concentracion de aminoacidos libres totales en hojas (Cuadro 5).
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En el cultivo de apio se obtuvieron las mismas tendencias en esta variable, es decir los
tratamientos foliares con Phi no afectaron estadisticamente la concentracion de
aminoacidos (Cuadro 5 del Capitulo 9). Por otro lado en el cultivo de acelga la
aplicacion foliar de 0.25% de Phi incrementd la concentracion de aminoacidos libres
totales (Figura 5 del Capitulo 5).

Cuadro 5. Concentracion de aminoacidos libres totales en hojas de col cv.

Copenhagen Market en respuesta a aplicaciones de fosfito via foliar.

Fosfito Concentracién de aminoacidos libres totales
(%) UM g™ PF)
0.00 31.67 a*
0.25 28.45 a
0.50 26.46 a
0.75 29.16 a
DHSy 713
Pr>F 0.2550

“Valores con las mismas letras son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). YDHS: Diferencia honesta

significativa. *PF: peso fresco.

Berkowitz et al. (2013) encontraron que el Phi disminuye los niveles de aminoacidos
como asparagina, aspartato, glutamato y serina en Arabidopsis. Sin embargo también
se ha detectado que niveles de insuficiencia de Pi una disminucién en la concentracion
de aminoacidos en Arabidopsis y en cebada (Morcuende et al.,, 2007; Huang et al.,
2008).

7.3.3.4. Proteinas solubles totales

Se observo que aplicaciones foliares de Phi en el cultivo de col tuvieron efectos
negativos en la concentracion de proteinas solubles totales en hojas (Figura 6). En otro
experimento realizado en el cultivo de acelga también se encontré que las aplicaciones
de Phi al follaje tuvieron efectos negativos en la concentracion de proteina en hojas
(Figura 6 del Capitulo 5). Por otro lado en un experimento realizado en lechuga se
obtuvo que las aplicaciones foliares de Phi no afectaron estadisticamente la

concentracion de proteinas solubles totales (Capitulo 3 del Cuadro 5).
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Figura 6. Concentracion de proteinas solubles totales en hojas de col cv. Copenhagen
Market en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias con letras

distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0001). PF= peso fresco.

El Phi inhibe multiples respuestas inducidas por niveles insuficiencia de fosfato
(Carswell et al., 1997). El Phi inhibe la fosforilacion de proteinas cuando existe estrés
por P, condicion en la que el Phi suprime la actividad de enzimas nucleoliticas y la
expresion de la fosfatasa acida y de genes transportadores de P en A. thaliana (Ticconi
et al., 2001). Esto fue muy notorio en este experimento, ya que las aplicaciones de Phi
foliares disminuyeron fuertemente la concentracion de proteina, a pesar de que

siempre hubo Pi en suficiencia.

7.3.4. Concentracion nutrimental

En vastago de col no se observaron diferencias estadisticas significativas en
macronutrimentos al realizar aplicaciones foliares de Phi, mientras que en
micronutrimentos la aplicacién de Phi disminuyd la concentracién de Fe en vastago
(Cuadros 6 y 7). En raiz no se afectd en forma significativa la concentracion de P, S,

Fe, Cu, Zn y B con aplicaciones foliares de Phi; sin embargo, se observo que
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aplicaciones de 0.50% de Phi incrementaron la concentracion de N, K, Mn y Na en raiz

de col y la aplicacion de 0.75% de Phi via foliar incrementé-la concentracion de Mg en

raiz de col (Cuadros 6y 7).

Avila et al. (2012), reportaron que las concentraciones de N, Mg, S, B, Zn, Cuy Fe en

plantas con insuficiencia de Pi y las concentraciones de N, Ca, Mg, S, B, Zn, Cuy Mn

en plantas con suficiencia de Pi, se incrementd su concentracion en vastago de frijol

cuando se aplicaron elevados niveles de Phi (50 y 100 mg de P dm™).

Cuadro 6. Concentracion de macronutrimentos en vastago y raiz de col cv.
Copenhagen Market en respuesta a tratamientos con fosfito via foliar.
. Phi Concentracion (g kg™ PS¥)
Tejido
(%) N P K Ca Mg S
Vastago 0.00 34.64a* 3.70a 11.77 a 15.73 a 5.92 a 10.24 a
025 3439a 4.07a 12.86 a 17.34 a 6.22 a 10.47 a
050 3559a 355a 11.34a 15.14 a 5.27 a 8.74 a
0.75 2950a 456a 15.69 a 16.63 a 6.33 a 10.29 a
DHSY 8.98 1.78 5.49 7.38 2.79 4.09
Pr>F 0.2326  0.3772 0.1364 0.8209 0.6753 0.5802
Raiz 0.00 26.83b 882a 7.80b 25.39 a 4.55 ab 9.43 a
0.25 2783b 757a 8.09b 17.43 b 3.64b 8.14 a
050 2993a 99%4a 1393 a 1752 b 4.54 ab 9.36 a
0.75 28.21ab 10.15a 11.72 a 22.25 ab 5.04 a 8.91a
DHS 2.43 2.99 3.44 5.68 1.34 2.26
Pr>F 0.0143 0.0874 0.0004 0.0030 0.0564  0.3449

“Valores con distintas letras en cada columna por 6rgano son estadisticamente diferentes (Tukey). YDHS:

Diferencia honesta significativa. “PS: peso seco.
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Cuadro 7. Concentraciéon de micronutrimentos y sodio en vastago y raiz de col cv.

Copenhagen Market en respuesta a tratamientos con fosfito via foliar.

Phi Concentracion (mg kg™ PS)

Tejido
(%) Fe Cu Zn Mn B Na

Vastago  0.00 128.83a 3.48a 21.63a 11496a 9857a 4160.40a
0.25 73.38b* 2.39a 16.00a 108.26a 9552a 4168.50a
0.50 7351b 23la 1517a 82.00a 78.62a 4124.80a
0.75 92.77ab 3.40a 1852a 106.11a 98.29a 5170.30a

DHS 45.91 1.54 8.89 44.40 45.62 1430.80
Pr>F 0.0116 0.0736 0.1865 0.1918 0.5338 0.1362
Raiz 0.00 2464.40a 77.18a 46.05a 2634.30a 79.42a 4006.80 ab

0.25 2084.60a 62.74a 42.95a 1065.80b 69.70a 3222.70b
0.50 2285.70a 63.77a 46.17a 2886.60a 83.72a 5018.70a
0.75 2292.10a 7491a 45.05a 2543.60a 88.05a 5126.50a
DHS 8.49 25.51 18.46 430.11 28.35 1280.60
Pr>F 0.6333 0.2631 0.9485 0.0001 0.3041 0.0024

“Valores con distintas letras en cada columna por 6rgano son estadisticamente diferentes (Tukey). "DHS:
Diferencia honesta significativa. “PS: peso seco.

7.4. CONCLUSIONES

Aplicaciones foliares de Phi en col, incrementan la concentracion de acido ascorbico en
hojas.

Aplicaciones de Phi via hoja en concentraciones de 0.25% incrementan la

concentracion de clorofilas a, b y totales.

Al realizar aplicaciones foliares de Phi de 0.50% se incrementa el volumen de raiz y el
peso de materia fresca y seca de vastago.

La concentracion de flavonoides totales, proteinas solubles totales, Fe en vastago y

actividad antioxidante en hojas de col se ve disminuida con aplicaciones foliares de Phi.
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CAPITULO 8. RESPUESTAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DEL APIO A
APLICACIONES EN LA RAIZ DE FOSFITO

8.1. INTRODUCCION

El fosfito (Phi) es un andlogo estructural de fosfato (Pi), el cual es eficientemente
absorbido por el sistema de transporte de fosfato y es movilizado rapidamente en el
xilema y floema de las plantas (McDonald et al., 2001; Ouimette y Coffey, 1990). El Phi,
una forma reducida de fésforo (P), fue propuesto como una alternativa prometedora de
fertilizacion después de la segunda guerra mundial, debido a que encontraron en el Phi
propiedades que no encontraban en el Pi (Abelson, 1999; Ruthbaum y Baille, 1964),
como mayor solubilidad, menor reactividad con los componentes del suelo y menor
pérdida dado que los microorganismos del suelo no lo pueden utilizar como fuente de P
(Morton et al., 2005; Pasek, 2008; White y Metcalf, 2007). Sin embargo, las plantas no
pueden metabolizar el Phi, limitando ello su posible uso como fertilizante (Carswell et
al., 1996; Carswell et al., 1997; Forster et al., 1998; Ouimette y Coffey, 1989; Schroetter
et al., 2006; Ticconi et al., 2001; Varadarajan et al., 2002).

El Phi aplicado como unica fuente de P, inhibe el crecimiento de la planta y ha sido
propuesto para ser utilizado en un sistema de manejo de malezas (McDonald et al.,
2001). También se han reportado respuestas benéficas del Phi en la productividad de
plantas, los cuales se han debido a un doble efecto, la inhibicién del crecimiento de
malezas y propiedades en la reduccion de la incidencia de enfermedades causadas por
especies de Phytophthora. Dicha disminucion en incidencia de enfermedades se debe
a que el Phi inhibe el crecimiento de Oomicetos y activa los mecanismos de defensa de
las plantas (Forster et al., 1998; McDonald et al., 2001; Saindrenan et al., 1988).

Se han hipotetizado también efectos benéficos de Phi con propiedades nutrimentales
como fuente de P para las plantas. Sin embargo, hay reportes que evidencian que el
Phi no puede ser metabolizado por las células, lo que se refleja en la reduccién del
crecimiento de diversos cultivos como Arabidopsis, tomate, pimiento, maiz y Brassica

nigra (Forster et al., 1998; Lopez-Arredondo y Herrera-Estrella, 2012; Schroetter et
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al.,2006; Thao et al., 2008; Ticconi et al., 2001; Varadarajan et al., 2002); por lo

anterior, no se recomienda ser aplicado como Unica fuente de P.

En fresa, Moor et al. (2009) encontraron que la fertilizacion con Phi no inhibe ni
promueve el crecimiento en plantas de fresa, asi mismo, encontraron que la fertilizacion
a base de Phi, no tiene ventajas sobre la fertilizacion con Pi, en cuanto a rendimiento,
sin embargo encontraron que aplicaciones foliares de Phi, modificaron el sabor, al
incrementar la acidez y disminuir la concentraciéon de azlcares. Estrada-Ortiz et al.
(2011), encontraron que la adicién del 30% de P en forma de el Phi en la solucion
nutritiva en etapa de fructificacion en fresa, se estimuld el metabolismo de la planta,
incrementandose la concentracion de clorofilas a, b y total, de aminoacidos y de

proteinas.

El apio (Apium graveolens L.) ha sido utilizado como alimento, al igual que es utilizado
en la medicina tradicional, ya que tiene diversas propiedades como bajar la presion
arterial y regular las funciones cardiacas, también es utilizado para la regularizacion del
azucar en la sangre (Kolarovic et al., 2010). Ademas el apio es una planta que contiene

una cantidad alta de flavonoides, los cuales tienen grandes propiedades antioxidantes.

Debido a que hay gran controversia del efecto del Phi en los cultivos, es interesante
realizar aplicaciones bajo suficiencia de Piy observar posibles ventajas de la utilizacion
del Phi en apio. En ese contexto en esta investigacion, se planteé como objetivo
evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Phi aplicadas en la solucion
nutritiva, sobre indicadores agrondmicos, fisioldgicos y de calidad, en el cultivo de apio

(Apium graveolens L.) cv. Tall Utha 52-70.

8.2. MATERIALES Y METODOS
8.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

La investigacion se realizé durante los meses de diciembre de 2012 a febrero de 2013,
en un invernadero tipo tanel, localizado a 19° 29" latitud norte, 98° 53" longitud oeste y

a una altitud de 2,250 m. El material vegetal utilizado fue apio (Apium graveolens L.)
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cv. Tall Utha 52-70, cultivado en un sistema hidroponico de raiz flotante con
oxigenacion. Las temperaturas maxima, minima y promedio durante el desarrollo del
experimento dentro del invernadero fueron 40.8, 3.4 y 17 °C, respectivamente. La

intensidad luminosa tuvo un promedio de 273 pmol m? s™.

8.2.2. Tratamientos y disefio experimental

Se evaluaron tres diferentes soluciones nutritivas diferencidndose entre si por las
concentraciones de Phi. Las soluciones se formularon tomando como referencia la
solucion nutritiva Steiner (1984) al 100% preparada con reactivos tipo analitico,
utilizando 1.06 g L™ de Ca(NOs3), 4H,0, 0.30 g L™ de KNO3, 0.14 g L™ de KH,PO,,
0.49 g L™ de MgS0O, 7H,0 y 0.26 g L™ de K,SO,. La solucién nutritiva se complement6
con micronutrimentos en las siguientes concentraciones: 1.6 mg L™ de Mn, 0.11 mg L™
de Cu, 0.86 mg L™ de B, 0.023 mg L™ de Zn, 0.048 mg L™ de Mo. El hierro se abasteci6
como Fe-EDTA a una concentracién de 5 mg L™ a partir de una solucién concentrada

preparada segun lo describen Steiner y van Winden (1970).

Para la preparacion de la solucion nutritiva se empleé agua de pozo profundo, de la
cual se obtuvo el andlisis nutrimental (Cuadro 1) y de manera poder saber de qué

disposicion nutrimental se partio para la elaboracién de la solucion nutritiva.

Cuadro 1. Andlisis nutrimental del agua de riego utilizada en el experimento, en

miliequivalentes (en mol. m™).

N-NO3 P-H,PO, S-SO,5 K Ca®* Mg**

molc. m?®  0.294 0.062 0.186 0.100 1.356 2.527

La concentracion de Phi en la solucion fue evaluada a las siguientes concentraciones:
0, 0.25 y 0.5 mol. m>. El Phi se obtuvo a partir de acido fosforoso grado analitico
(Sigma-Aldrich). El pH de la solucion nutritiva se mantuvo entre 5.5 y 5.8, ya que se
considera un pH 6ptimo para la disponibilidad de Phi (Hanrahan et al., 2005), el cual se
ajustod adicionando H,SO4 al 97% y NaOH 1 N.
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La unidad experimental se constituyé por 6 plantas. Cada tratamiento tuvo cuatro

repeticiones. Se utilizo disefio experimental completamente al azar.

8.2.3. Manejo del cultivo

El 25 de octubre de 2012, se pusieron a germinar semillas de apio (Apium graveolens
L.) cv. Tall Utha 52-70, en una mezcla de turba con perlita (70:30 V/V) previamente
humedecida y colocada en charolas de unicel de 200 cavidades. Posteriormente a la
siembra se cubrieron con un plastico negro para mantener en oscuridad y conservar la

humedad hasta su emergencia.

Posteriormente se realizaron riegos con agua durante una semana, a fin de mantener
la humedad. Después de ello se comenzaron a realizar riegos con solucién nutritiva

Steiner al 25% hasta el momento del trasplante, a fin de tener plantas vigorosas.

Antes del trasplante se instalé el sistema hidropdnico raiz flotante, el cual consté de
cajas de madera de 80 x 40 x 20 (largo x ancho x profundidad) forradas con plastico
negro calibre 600, considerando cada caja como unidad experimental. El sistema de
oxigenacion se colocé pegado al fondo de las cajas, para lo cual se utilizé manguera
negra tipo espagueti, la cual fue conectada en una linea principal y ésta a su vez fue

conectada a un compresor de aire, lo cual permitio tener oxigenada la raiz.

Cada unidad experimental tuvo como soporte laminas de fibra de vidrio, las cuales
ademas sirvieron para mantener aislado al material vegetal de la solucion nutritiva y

evitar dafos en tejido aéreo por quemaduras.

Previo al trasplante, se prepard la solucién nutritiva de Steiner al 50%; se ajusto el pH a
5.5y se colocaron los soportes de fibra de vidrio. El 1 de enero de 2013 por la tarde, se
realizo el trasplante, para lo cual se utilizaron vasos de plastico no. 4 (118 mL)
previamente perforados en el fondo, en los cuales se coloc6 la plantula de apio,
rellenando los espacios libres con agrolita. Cabe sefialar que la aplicacion de

tratamientos se inicié el mismo dia del trasplante.
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El sistema de oxigenacion se programO con un temporizador, realizando catorce
programaciones distribuidas de la siguiente manera: cada hora de 8:00 AM a 8:00 PM
durante el dia y a las 12:00 AM y 4:00 AM durante la noche, teniendo una duracién
cada una de un minuto, dando un total de 14 minutos de oxigenacion diarios durante

todo el experimento.

El nivel de la solucion nutritiva y el pH se ajustaron cada tercer dia. Realizando un
cambio de la solucion nutritiva cada 10 dias. La concentracién de la solucion nutritiva

Steiner se incrementd a lo largo del experimento hasta llevarla al 100%.

La cosecha de apio se realizé 41 dias después del trasplante. Al momento de la
cosecha se realizaron muestreos de todos los tratamientos, congelando las muestras a
-80 °C para su posterior andlisis. De igual manera se muestreo el peso de materia
fresca y posteriormente dichas muestras se llevaron a la estufa de secado para

posteriormente evaluar el peso de materia seca.

8.2.4. Variables evaluadas

Se evaluaron variables agronémicas (materia fresca de vastago, volumen de raiz,
materia seca vastago y raiz), indicadores de calidad (actividad antioxidante total
método DPPH, fenoles totales, flavonoides totales, concentracion de acido ascorbico),
e indicadores fisiologicos (concentracion de clorofilas a, b y total, azGcares totales en
hojas, aminoacidos libres totales, proteinas solubles totales, concentracién nutrimental

en hojas), de la misma manera como se describe en el Capitulo 2.

8.2.5. Analisis estadistico

Se realizaron pruebas preliminares de datos, entre ellas la de Shapiro-Wilk y
Kolmororov-Smirnov para corroborar que los datos tuvieran una distribucion normal y
las pruebas de Levene, O’Brien y Bartlet para verificar la homogeneidad de varianzas.
Posteriormente se realizO un analisis de varianza (PROC ANOVA) de los datos

obtenidos y las medias fueron comparadas usando la prueba de Tukey (a < 0.05 %),
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para lo cual se utilizé el programa estadistico System Analytic Statistical, version 9.3
(SAS Institute Inc., 2011).

8.3. RESULTADOS Y DISCUSION
8.3.1. Indicadores agronémicos
8.3.1.1. Peso fresco de vastago y volumen de raiz

El volumen de raiz en el cultivo de apio no se vio afectado por los tratamientos con Phi
en la solucién nutritiva; sin embargo, el peso de materia fresca de vastago se vio
disminuido al aplicar Phi en la concentracién de 0.50 mol. m™® de solucién nutritiva
(Cuadro 2). Una respuesta similar se observdé en acelga y col, ya que no hubo
diferencias estadisticas entre tratamientos en volumen de raiz en respuesta a la adicion
de Phi a la solucién nutritiva; mientras que si se registré6 reduccion en el peso de

materia fresca de vastago (Cuadro 2 del Capitulo 4 y Cuadro 2 del Capitulo 6).

Thao y Yamakawa (2010) encontraron que hay una fuerte inhibicién por competencia
entre Phi y Pi por los sitios de absorcion en plantas de komatsuna (Brassica rapa var.
peruvidis cv. Ajisai) tanto en altas como en bajas concentraciones de fésforo en forma
de Pi; en consecuencia, el crecimiento de la raiz de la planta es afectado al adicionar
Phi lo cual tiene repercusiones en la absorcion de Pi. Por el contrario, los resultados
aqui presentados referentes al volumen de raiz en apio no se vieron afectados

estadisticamente con los tratamientos de Phi en la solucién nutritiva.

Thao y Yamakagua (2009) sefialan que el Phi por si solo no promueve ningun tipo de
estimulacién del crecimiento de plantas saludables, ni tampoco en combinacién con Pi
y que para que pueda tener algun efecto benéfico en la planta, el Phi debiera ser
convertido a Pi lo cual hasta el momento no se ha evidenciado. Existe coincidencia con
los resultados obtenidos en vastago de apio (Cuadro 2), ya que al incrementar la

concentracion de Phi a 0.50 mol. m™ el peso de materia fresca en vastago disminuyé.
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Cuadro 2. Volumen de raiz y acumulacion de materia fresca de apio cv. Tall Utha 52-
70 con aplicaciones de fosfito en la solucion nutritiva.

Fosfito Volumen de raiz Vastago
(mole m™) (cm?® planta™) (g planta™ PF)
0.00 68.88 a* 14759 a
0.25 69.75 a 145.49 a
0.50 62.38 a 132.16 b
DHSY 7.79 12.06
Pr>F 0.0526 0.0066

“Valores con letras distintas en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). 'DHS:

Diferencia honesta significativa. *PF: peso fresco.

8.3.1.2. Peso seco de vastago y raiz

El peso seco de raiz de apio no fue afectado estadisticamente por la aplicacion de
tratamientos con Phi, sin embargo en vastago, aplicaciones superiores a 0.25 mol, m™
mostraron que tienden a disminuir el peso de materia seca (Cuadro 3). Los resultados
en apio concuerdan con los resultados obtenidos en acelga, debido a que también
cantidades superiores a 0.25 mol. m™ disminuyeron el peso seco de vastago (Cuadro 3
del Capitulo 4). Al comparar estos resultados con los que se obtuvieron en otras
especies en esta investigacion, se contrasta que a diferencia del apio, en lechuga y col
el Phi no redujo el peso de materia seca de vastago (Cuadro 3 del Capitulo 2 y Cuadro
3 del Capitulo 6).

Ratjen y Gerendas (2009) observaron un descenso muy marcado en el crecimiento y
disminucién de materia seca en plantas de calabacita cuando se aplicé Phi al suelo,
como fuente de P. Por otro lado, Thao et al. (2008) reportan que aplicaciones de
diferentes relaciones Pi-Phi causan un decremento en materia seca en comparacion

con el control sin Phi.

145



Capitulo 8

Cuadro 3. Acumulacion de materia seca en raiz y vastago de apio cv. Tall Utha 52-70

en respuesta a aplicaciones con fosfito en la solucion nutritiva.

Fosfito Raiz Véastago
(mol. m™) (g planta™® PS¥) (g planta™® PS)
0.00 3.53a* 15.80 a
0.25 3.48 a 14.98 ab
0.50 3.32a 14.18 b
DHSY 0.26 1.10
Pr>F 0.1459 0.0037

“Valores con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). ’DHS: Diferencia honesta

significativa. *PS: peso seco.

8.3.2. Indicadores de calidad
8.3.2.1. Actividad antioxidante total

En actividad antioxidante de hojas en el cultivo de apio se observaron diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos, en especial en los 30 min de incubacion;
se observé un incremento de 4.1, 3.1 y 0.4% de actividad antioxidante en hojas de
apio, en los tiempos 15, 30 y 60 min de incubacién, respectivamente, cuando se aplic
0.50 mol. m™ de Phi en la solucién nutritiva, en comparacion con el testigo (Figura 1).
Comparando estos resultados con los observados en acelga (Figura 1 del Capitulo 4),
nos percatamos de que en ambos cultivos se da un incremento en la actividad
antioxidante, siendo el mejor tratamiento la aplicacién de 0.50 mol. m™ en la solucién
nutritiva; sin embargo, el aumento de la actividad antioxidante por efecto de Phi fue
mucho muy superior en acelga. Por otro lado, en col el tratamiento con Phi en la
solucion que incremento en mayor medida la actividad antioxidante fue el de 0.25 mol.
m™ de Phi (Figura 1 del Capitulo 6).

En un experimento realizado en apio, durante su almacenamiento en postcosecha, con
tratamiento de exposicidén continua a la luz como fuente de estrés (2000 lux), reportaron
reduccion de la actividad de la polifenol oxidasa y de la peroxidasa, e incremento en la

actividad de la fenilalanina amonio liasa y en la capacidad antioxidante, encontrando
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una correlacion positiva con estos ultimos (Zhan et al., 2013). Dado que, normalmente
las plantas responden con un incremento en la actividad antioxidante con una fuente de
estrés moderada, esto también ocurrié en este experimento al aplicar 0.50 mol. m™ de
Phi.

—s¢ 0.00molem®Phi —a— 0.25molm™Phi —e— 0.50 mol. m™ Phi

410 +
370 -

330 -

290 -

250

Actividad antioxidante (ug g PF)

15 min 30 min 60 min

Tiempo de incubacién (min)

Figura 1. Actividad antioxidante total en hojas de apio cv. Tall Utha 52-70 en respuesta
a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias con letras
distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (15, p=0.4176; 30, p=0.0195;
60, p=0.0755). PF=peso fresco.

8.3.2.2. Fenoles totales

En la variable fenoles totales en hojas de apio, result6 como mejor tratamiento la
aplicacién de 0.25 mol, m™3 de Phi en la solucion nutritiva al incrementar en un 11.6% la
concentracion de fenoles totales, respecto al testigo (Figura 2). En los cultivos de
lechuga y acelga se obtuvieron resultados similares, ya que se encontr0 que el
tratamiento de 0.25 mol. m de Phi en la solucién nutritiva incrementd la concentracion
de fenoles totales en hojas y al mismo tiempo cantidades superiores de Phi, tienden a

disminuir la concentracion de fenoles (Figura 2 del Capitulo 2 y Figura 2 del Capitulo 4).
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Por otro lado, en col el mejor tratamiento resulté ser la aplicacién de 0.50 mol. m™
(Figura 2 del Capitulo 6).

Los fenoles totales de Apium graveolens L. son flavonoides (apigenina, luteolina,
kaempferol) y acidos fendlicos (acido cafeico, feralico, p-coumarico) (Yao et al., 2010).
Estos compuestos fendlicos pueden ser inducidos por algun tipo de estrés como
heridas, temperatura, ataque de patdogenos entre otros (Dixon y Paiva, 1995). En este
caso el factor de estrés fue la aplicacion de Phi en la solucion nutritiva y se observé que

también estimul6 el incremento de fenoles totales en apio.

1.10 -
1.05 - ab
1.00 -
0.95 A
0.90 -

0.85 -

Fenoles totales (mg g PF)

0.80 -

0.00 0.25 0.50
Fosfito en la solucién nutritiva (mol, m-3)

Figura 2. Concentracion de fenoles totales en hojas de apio cv. Tall Utha 52-70 en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias con
letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0401). PF=peso

fresco.
8.3.2.3. Flavonoides totales

En apio se observé que la aplicacién de 0.50 mol. m™ de Phi en la solucién no fue
diferente estadisticamente al testigo en concentracion de flavonoides totales en hojas

(Figura 3). En lechuga se obtuvieron resultados similares a los obtenidos en apio al ser
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estadisticamente iguales los tratamientos testigo y el consistente en 0.50 mol, m* de
Phi en la solucién nutritiva (Figura 3 del Capitulo 2). En acelga se obtuvieron resultados
negativos, ya que al incrementar la concentracién de Phi en la solucion, disminuy6 la
concentracion de flavonoides totales (Figura 3 del Capitulo 4); pero un resultado
totalmente opuesto al encontrado en acelga se obtuvo en col, ya que hubo una relacién
positiva entre el incremento de la concentracion de tratamientos con Phi y el

incremento en la concentracion de flavonoides totales (Figura 3 del Capitulo 6).

0.45 ~
0.42 -
0.39 -
0.36 -

0.33 ~

Flavonoides totales (mg g-! PF)

0.30 -

0.00 0.25 0.50
Fosfito en la solucion nutritiva (mol, m-)

Figura 3. Concentracion de flavonoides totales en hojas de apio cv. Tall Utha 52-70 en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva. Medias con
letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0128). PF=peso

fresco.

Los flavonoides mas comunmente encontrados en apio son apifenina, luteolina y
kaempferol. Yao et al. (2010) reportan una media de flavonoides totales de 142.53 mg
100 g* en base a peso seco. Hay muchos factores que ocasionan un cambio en
concentracion de flavonoides en apio, entre los cuales encontramos, el factor genético,
y cambios en el ambiente como localizacion geogréfica, radiacion UV, presencia de
enfermedades, plagas, parte de la planta muestreada, horario de toma de muestra
entre muchas otras (Li et al., 1993; Lois, 1994; Kim y Lee, 2004; Shan et al., 2005). En
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nuestro caso no esta bien definida la tendencia obtenida con los tratamientos de Phi en

la solucion nutritiva.

8.3.2.4. Concentracion de acido ascoérbico

En concentracion de acido ascoérbico en hojas de apio, los tratamientos con Phi en la
solucién nutritiva, no fueron significativos (Cuadro 4). Los datos en la variable acido
ascorbico resultaron ser muy contrastantes entre cultivos, ya que por un lado en
lechuga los tratamientos con Phi en la solucion nutritiva, causaron una disminucion en
la concentracion de &cido ascérbico (Figura 4 del Capitulo 2); pero por otro lado se
encontro en col que los mismos tratamientos causaron un incremento significativo en la

concentracion de vitamina C (Figura 4 del Capitulo 6).

El &cido ascorbico es una vitamina hidrosoluble derivada del metabolismo de la
glucosa. Actla como agente reductor y es necesario para la sintesis de las fibras de
colageno a través del proceso de hidroxilacion de la prolina y de la lisina. También
protege al organismo del dafio causado por los radicales libres. Los humanos no
podemos sintetizar acido ascérbico al carecer de una enzima denominada

gulonolactona oxidasa (Valdés, 2006).

Thao et al. (2009) no encontraron efecto de aplicaciones de fosfito en hojas de lechuga
y sefialan que no tiene efecto en la biosintesis de acido ascérbico; en este experimento
en el caso de apio no se encontraron efectos de las aplicaciones de Phi en la solucion

nutritiva, en la concentracién de vitamina C en hojas.

Cuadro 4. Concentracién de acido ascorbico en hojas de apio cv. Tall Utha 52-70 en

respuesta a concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva.

Fosfito Concentracién de acido ascoérbico
(molc m®) (Mg g™ PF)
0.00 57.85 a”
0.25 56.46 a
0.50 51.44 a
DHSY 13.44
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Pr>F 0.4119

“Valores con las mismas letras son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). YDHS: Diferencia honesta

significativa. *PF: peso fresco.
8.3.3. Indicadores fisioldgicos
8.3.3.1. Concentracion de clorofila a, b y total

La concentracion de clorofla a y total en hojas de apio no fue afectada
estadisticamente, por los tratamientos con Phi en la solucion nutritiva; mientras que en
la clorofila b se tuvo mayor concentracién al aplicar 0.25 mol. m™ en la solucién
nutritiva (Cuadro 5). En experimentos realizados en lechuga y acelga, aplicaciones de
Phi en la solucién nutritiva incrementaron las concentraciones de clorofila. En acelga,

% incrementaron la concentracién de

aplicaciones de Phi a razén de 0.25 mol; m
clorofila a, b y total (Figura 5 del Capitulo 4), mientras que en lechuga el mejor
tratamiento fue 0.50 mol, m™ (Figura 5 del Capitulo 2). Por otro lado, en el cultivo de
col, los tratamientos con Phi no tuvieron efecto significativo en la concentracion de

clorofilas (Cuadro 4 del Capitulo 6).

El P es un nutrimento que tiene gran influencia sobre la estabilidad de la molécula de
clorofila (Bojovi¢ y Stojanovi¢, 2006), nuestro experimento se realizdé bajo condiciones
de suficiencia de P en forma de Pi, y la concentracion de clorofila a y total no se vieron
afectadas; sin embargo, la concentracién de la clorofila b se redujo con el aumento de

la concentraciéon de Phi.

Cuadro 5. Concentracion de clorofilas a, b y total en hojas de apio cv. Tall Utha 52-70

en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva.

Fosfito Clorofilas (mg g™ PFY)
(%) a b Total
0.00 1.32a* 0.41b 1.75 a
0.25 1.44 a 0.44 a 1.90 a
0.50 141 a 0.43 ab 1.87a
DHSY 0.13 0.03 0.15
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Pr>F 0.0602 0.0270 0.0475

“Valores con distintas letras en cada columna, son estadisticamente diferentes (Tukey). ’DHS: Diferencia
honesta significativa. *PF: peso fresco.

8.3.3.2. Azucares totales en hojas

La concentracion de azucares totales en apio no fue modificada estadisticamente por
las aplicaciones de Phi en la solucion nutritiva (Cuadro 6). Los resultados obtenidos en
acelga muestran la misma tendencia que los obtenidos en apio, debido a que en ambos
cultivos no hubo respuesta en concentracion por los tratamientos con Phi (Cuadro 4 del
Capitulo 4). Por otro lado, en lechuga y en col, se obtuvieron incrementos en
concentracion de azUcares totales al aplicar Phi en la solucion nutritiva (Figura 6 del

Capitulo 2 y Figura 5 del Capitulo 6, respectivamente).

Cuadro 6. Concentracion de azucares totales en hojas de apio cv. Tall Utha 52-70 en

respuesta a concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva.

Fosfito Concentraciéon de azlcares totales
(mol. m™) (mg gt PFY)
0.00 2.84 a*
0.25 3.18a
0.50 3.22a
DHSY 0.56
Pr>F 0.1530

“Valores con las mismas letras son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). YDHS: Diferencia honesta

significativa. “PF: peso fresco.

En un trabajo previo realizado en fresa (Estrada-Ortiz et al., 2011) encontramos que
bajo suficiencia de P en forma de Pi, en etapa de floracion se observd un incremento
en la concentracion de azucares totales en hojas de fresa al adicionar 20% de Phi del P
total; mientras que en etapa de fructificacion no se observaron diferencias estadisticas

en concentracién de azucares al adicionar Phi. En el presente experimento se observa
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una situacion similar a lo ocurrido en fresa en etapa de fructificaciéon al no observar

diferencias estadisticas con las aplicaciones de Phi y habiendo suficiencias de Pi.
8.3.3.3.  Aminoécidos libres totales

Se observo una disminucién en la concentracién de aminoacidos libres totales en hojas
de apio, a medida que incrementd la concentracion de Phi en la solucion nutritiva
(Figura 4). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el cultivo de col, con los
mismos tratamientos con Phi, al disminuir la concentracion de aminoacidos libres
totales al incrementarse las concentraciones de Phi (Figura 6 del Capitulo 6), pero
difieren de los resultados obtenidos en el cultivo de lechuga y acelga, ya que en
lechuga se incrementé la concentracién de aminoécidos al aplicar 0.25 mol. m™ de Phi
y en acelga no hubo diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Figura 7

del Capitulo 2 y Cuadro 5 del Capitulo 4, respectivamente).

Los resultados obtenidos en apio aplicando Phi en la solucion nutritiva, coinciden con lo
obtenido por Berkowitz et al. (2013), ellos realizaron experimentos en Arabidopsis en
donde realizaron aplicaciones de Phi en plantas con suficiencia de Pi (0.5 mM Pi + 2.5
mM Phi) comparandolas con plantas con limitaciéon de Pi (0.05 mM Pi) y reportan que
en plantas tratadas con Phi se produjo una reduccién de entre 40 y 60% en
aminoacidos como asparagina, acido glutamico, acido aspartico y serina, y en
contraste, en plantas con limitacion de Pi, pero sin Phi, los mismos aminoacidos se
incrementaron entre un 10 y 20% tomando como referencia un testigo con 0.5 mM de
Pi.
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Figura 4. Concentracion de aminoacidos libres totales en hojas de apio cv. Tall Utha
52-70 en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva.
Medias con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0420).

PF= peso fresco.

8.3.3.4. Proteinas solubles totales

Se observé en apio, que el tratamiento con 0.50 mol. m™ de Phi en la solucién nutritiva,
incrementd un 24.7% la concentracion de proteinas solubles totales en relacién al
testigo (Figura 5). Los resultados obtenidos en concentracion de proteinas solubles
totales, también son diferentes entre cultivos, debido a que en cultivos como lechuga y
col, el mejor tratamiento, que incrementd la concentracion de proteinas solubles totales
fue la aplicacién de 0.25 mol. m™ de Phi en la solucién nutritiva (Figura 8 del Capitulo 2
y Figura 7 del Capitulo 6, respectivamente), por otro lado se observd que solamente en
el cultivo de acelga la aplicacion de Phi en la solucién nutritiva caus6 un decremento en
la concentracion de proteinas en hojas (Figura 6 del Capitulo 4).

El metabolismo de proteinas y aminoacidos puede estar asociado con la adaptacion de
las plantas a cambios en las condiciones ambientales y a estrés. Los aminoacidos y

otros compuestos nitrogenados solubles tienen un papel determinante en el
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metabolismo vegetal, siendo los productos primarios de la asimilacion inorganica del

nitrdgeno y precursores de proteinas y acidos nucleicos (Hsu y Kao, 2003).
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Figura 5. Concentracion de proteinas solubles totales en hojas de apio cv. Tall Utha
52-70 en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva.
Medias con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0473).

PF= peso fresco.

8.3.4. Concentracion nutrimental

En macronutrimentos observamos que hay una mayor acumulacion de los mismos en
raiz, a excepciéon de Ca y S, los cuales se encuentran en mayor concentracién en
vastago. Por otro lado, los micronutrimentos y el Na, se observaron en mayor
concentracion en raiz (Cuadros 7 y 8).

En vastago, no se observo algun efecto significativo por las aplicaciones de Phi, en la
concentracion de N, K, Zn, Mn y B en apio. En otros elementos como P, Fe y Na, se
observé que aplicaciones de 0.25 mol. m™ de Phi en la solucién nutritiva incrementé su
concentracion en vastago, mientras el tratamiento con 0.50 mol. m™ disminuyé la

concentracion de Ca, Mg, S, Cu en vastago de apio (Cuadros 7 y 8).
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En raiz de apio, también se encontré que la concentracion de algunos nutrimentos no

fue afectada por los tratamientos con Phi, entre éstos se encuentran N, Ca, Mg, S, Zny

B, asi como el Na. También se observd que la aplicacién de 0.50 mol. m™ en la

solucién nutritiva, incrementd la concentracion de P, pero disminuyd la concentracion

de K. Concentraciones de 0.25 mol. m™ incrementaron la concentracién de Mn, pero

disminuyeron la concentracion de Fe y Cu (Cuadros 7 y 8).

Cuadro 7. Concentracién de macronutrimentos en vastago y raiz de apio cv. Tall Utha

52-70 en respuesta a tratamientos con fosfito en la solucién nutritiva.

Phi Concentracion (g kg™ PS¥)
Tejido
(mole. m™®) N P K Ca Mg S
Véastago 0.00 36.62a> 7.55b 12.38 a 1391a 448a 7.68a
0.25 35.93 a 8.87 a 1461 a 13.26 a 4.55 a 7.66 a
0.50 35.88 a 5.07c 9.49a 9.14 b 3.10b 5.21b
DHS 2.84 0.60 6.42 3.85 0.74 1.31
Pr>F 0.7306 0.0001 0.1370 0.0144 0.0006  0.0007
Raiz 0.00 36.79 a 10.38 c 17.66 a 6.34 a 7.35a 2.88a
0.25 38.67 a 1241 b 16.07 ab 6.12a 6.77 a 2.70a
0.50 37.79 a 14.06 a 12.09b 6.28 a 7.17 a 2.76 a
DHSY 4.09 1.05 4.65 0.44 0.61 0.22
Pr>F 0.4668 0.0001 0.0225 0.4139 0.0698 0.1113

“Valores con distintas letras en cada columna por 6rgano son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

YDHS: Diferencia honesta significativa. *PS: peso fresco.
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Cuadro 8. Concentraciéon de micronutrimentos y sodio en vastago y raiz de apio cv.

Tall Utha 52-70 en respuesta a tratamientos con fosfito en la solucion nutritiva.

. Phi Concentracion (mg kg™ PS¥)
Tejido

(mol. m™) Fe Cu Zn Mn B Na

Véastago 0.00 107.10 ab* 5.88a 32.6la 83.68 a 99.59a 4969.1 ab
0.25 119.61a 6.13a 29.71a 78.42 a 98.94a 5974.6a
0.50 80.74b 421b 26.46a 92.59a 79.21a 3796.5b

DHS 26.50 1.33 13.12 33.57 23.37 1274.30
Pr>F 0.0078  0.0057 0.4563 0.5173 0.0625 0.0034
Raiz 0.00 750.28 a 37.96a 54.60a 2178.79b 102.92a 13224.6a

0.25 658.79b 31.93b 52.79a 2417.766a 105.23a 12376.40a
0.50 779.10a 40.86a 51.80a 2361.4la 98.53a 12435.70a
DHSY 63.62 4.42 7.83 149.89 15.74 2408.7 0
Pr>F 0.0013 0.0010 0.6156 0.0040 0.5088 0.5681

“Valores con distintas letras en cada columna por 6rgano son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

YDHS: Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.

Estrada-Ortiz et al. (2010) en una investigaciéon en fresa, encontraron en un muestreo
realizado en etapa vegetativa, que la mayor concentracion de N se presentd en el
tratamiento sin Phi, los tratamientos con 20 y 30% de Phi presentaron las menores
concentraciones de N; las concentraciones de P y Mg siguieron una tendencia similar a
la del N, encontrandose las de P en niveles adecuados en todos los tratamientos, y las
de Mg excediendo el intervalo considerado 6ptimo. Por otro lado, observaron que las
plantas sin Phi presentaron menor concentracion de K que el resto de los tratamientos;
caso contrario fueron las concentraciones de Ca donde plantas sin Phi registraron la

mayor concentracion.
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8.4. CONCLUSIONES

Aplicaciones de 0.25 mol. m® de Phi en la solucién nutritiva incrementan la
concentracion de fenoles totales y clorofila b en hojas, asi como de P, Fe y Na en

vastago de apio, pero disminuyen la concentracién de aminoacidos libres totales.

Aplicaciones de Phi en la solucién nutritiva de 0.50 mol. m™ incrementan la actividad
antioxidante total y la concentracion de proteinas solubles totales en hojas, asi como la
concentracion de P en vastago de apio, pero al mismo tiempo disminuyen la
acumulacién de materia fresca y seca, asi como la concentracién de Ca, Mg, Sy Cu de

vastago de apio.
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CAPITULO 9. RESPUESTAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DEL APIO A
APLICACIONES FOLIARES DE FOSFITO

9.1. INTRODUCCION

El fésforo (P) esta relacionado con varias funciones en diferentes rutas metabdlicas en
las plantas y forma parte de muchas macromoléculas. Sin embargo el fésforo es uno de
los nutrimentos mas limitantes debido a su baja disponibilidad en el suelo, asi como su
baja solubilidad. EI P se absorbe comunmente por la raiz de las plantas en forma de
H,PO, y HPO,% , transportado a las células en donde es metabolizado e incorporado
en compuestos organicos (Plaxton, 1998).

El fosfato (Pi) y fosfito (Phi) son las dos formas mas comunes de fosforo utilizadas en la
agricultura en donde hay varias formas de P presentes en el medio ambiente. El anion
Pi (H,PO, y HPO4*, PO,) es indudablemente la mayor forma de P utilizada por las
plantas, para una adecuado crecimiento y desarrollo; mientras que el anion Phi (H,PO3’
y HPO3%) es muy efectivo controlando algunas enfermedades importantes en las
plantas, especialmente causadas por organismos Oomicetos, como Phytophthora
(Avila et al., 2013). La accion del Phi esta basada en dos mecanismos, una que afecta
directamente a los patdgenos y un efecto indirecto en la planta, debido a que el Phi
estimula positivamente el metabolismo de las plantas, incrementando respuestas de
defensa durante situaciones de estrés bibtico y abiotico (Silva et al., 2011; Olivieri et al.,
2012). Aplicaciones de Phi en papa refuerza los mecanismos de defensa contra
patdgenos, ya que refuerza la pared celular incrementando el contenido de pectina; de
igual manera, incrementa la quitinasa presente en tejidos de la peridermis (Olivieri et
al., 2012). Lobato et al. (2011) realizaron aplicaciones de Phi en papa como estrategia
de manejo contra Phytophthora y encontraron un incremento en fitoalexinas, asi como
un incremento de peroxidasa y polifenol oxidasa, por lo que dichas enzimas pueden

formar parte de los mecanismos de defensa inducidos por Phi.

En afios recientes los compuestos fendlicos y otros compuestos antioxidantes
derivados de plantas estan tomando funciones muy importantes en la nutricibn humana

(Tapiero et al., 2002).
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El apio pertenece a la familia de las umbeliferas, es una planta que en afos recientes
se ha incrementado mucho su consumo, en especial en paises como China, es
ampliamente cultivado por el interés que se ha generado por las diversas funciones que
se le han descubierto a esta planta, como por ejemplo que su consumo ayuda a
disminuir los niveles de colesterol (Tsi y Tan, 2000), tiene también propiedades
antiinflamatorias (Misic et al., 2008), propiedades anticancerigenas debido al alto
contenido de fenoles (Sultana et al., 2005; Yildiz et al., 2008), debido a éstas y otras
propiedades el apio esta siendo ampliamente estudiado. Con aplicaciones de Phi se
espera estimular un poco el metabolismo de apio, de manera que nos permita

incrementar algunas de sus propiedades.

En esta investigacion se plante6 como objetivo evaluar el efecto de diferentes
concentraciones de Phi aplicadas de manera foliar, sobre indicadores agronémicos,
fisioldgicos y de calidad, en el cultivo de apio (Apium graveolens L.) cv. Tall Utha 52-70.

9.2. MATERIALES Y METODOS
9.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

La investigacion se realizé durante los meses de diciembre de 2012 a febrero de 2013,
en un invernadero tipo tunel, localizado a 19° 29" latitud norte, 98° 53" longitud oeste y
a una altitud de 2,250 m. El material vegetal utilizado fue apio (Apium graveolens L.)
cv. Tall Utha 52-70, cultivado en un sistema hidroponico de raiz flotante con
oxigenacion. Las temperaturas maxima, minima y promedio durante el desarrollo del
experimento dentro del invernadero fueron 40.8, 3.4 y 17 °C, respectivamente. La

intensidad luminosa tuvo un promedio de 273 pmol m? s™.

9.2.2. Tratamientos y disefio experimental

Se evaluaron cuatro tratamientos de Phi, los cuales fueron suministrados de manera
foliar. Las concentraciones de Phi evaluadas fueron 0, 0.25, 0.50 y 0.75%. Los

tratamientos fueron suministrados a los dias 20 y 30 después del trasplante. El Phi se
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obtuvo a partir de acido fosforoso grado analitico (Sigma-Aldrich). El pH de la solucién

foliar se mantuvo en 5, para ello se ajusto adicionando KOH 1 N.

La unidad experimental se constituyd por seis plantas y cada tratamiento tuvo cuatro

repeticiones. Se utilizo disefio experimental completamente al azar.

9.2.3. Manejo del cultivo

El 25 de octubre de 2012, se pusieron a germinar semillas de apio (Apium graveolens
L.) cv. Tall Utha 52-70, en una mezcla de turba con perlita (70:30 V/V) previamente
humedecida y colocada en charolas de unicel de 200 cavidades. Posteriormente a la
siembra se cubrieron con un plastico negro para mantener en oscuridad y conservar la
humedad hasta su emergencia. Posteriormente se realizaron riegos con agua durante
dos semanas, a fin de mantener la humedad. Después de ello se comenzaron a
realizar riegos con solucién nutritiva Steiner al 25% hasta el momento del trasplante, a

fin de tener plantas vigorosas.

Para la preparacion de la solucion nutritiva se empleé agua de pozo profundo, de la
cual se obtuvo el analisis nutrimental (Cuadro 1) y de esta manera poder saber de qué

disposicion nutrimental se partio para la elaboraciéon de la solucién nutritiva.

Cuadro 1. Andlisis nutrimental del agua de riego utilizada en el experimento, en

miliequivalentes (en mol. m™).

N-NO3 P-H,PO, S-SO,5 K Ca®* Mg**

molc. m?®  0.294 0.062 0.186 0.100 1.356 2.527

Antes del trasplante se instalé el sistema hidropdnico raiz flotante, que consté de cajas
de madera de 80 x 40 x 20 (largo x ancho x profundidad) forradas con plastico negro
calibre 600, considerando cada caja como unidad experimental. El sistema de
oxigenacion se colocé pegado al fondo de las cajas, para lo cual se utilizO manguera
negra tipo espagueti, que fue conectada en una linea principal y ésta a su vez fue

conectada a un compresor de aire, lo que permitié tener oxigenada la raiz.
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Cada unidad experimental tuvo como soporte laminas de fibra de vidrio, las cuales
ademas sirvieron para mantener aislado al material vegetal de la solucion nutritiva y

evitar dafios en tejido aéreo por quemaduras.

Previo al trasplante, se prepar6 solucion nutritiva Steiner al 50% y se ajusto el pH a 5.5
y se colocaron los soportes de fibra de vidrio. El 1 de enero de 2013 por la tarde se
realizo el trasplante, para lo cual se utilizaron vasos de plastico no. 4 (118 mL)
previamente perforados en el fondo, en los cuales se coloco la plantula de apio,
rellenando los espacios libres con agrolita.

Todos los tratamientos fueron nutridos con la misma solucion y a medida que se
desarrollo el cultivo, la solucion se llevo al 100%, fue formulada tomando como
referencia la solucion nutritiva Steiner (1984), siendo preparada con reactivos grado
analitico, utilizando 1.06 g L™ de Ca(NOs), 4H,0; 0.30 g L™ de KNO3; 0.14 g L™ de
KH,POy4; 0.49 g L™ de MgSO4 7H,0 y 0.26 g L™ de K»SO,. La solucién nutritiva se
complementé con micronutrimentos en las siguientes concentraciones: 1.6 mg L™ de
Mn; 0.11 mg L™ de Cu; 0.86 mg L™ de B; 0.023 mg L™ de Zn y 0.048 mg L™ de Mo. El
hierro se abastecié como Fe-EDTA a una concentracién de 5 mg L™ a partir de una
solucion concentrada preparada segun lo describen Steiner y van Winden (1970). El pH
de la solucion nutritiva se mantuvo entre 5.5 y 5.8, el cual se ajust6 adicionando H,SO4
al 97% y NaOH 1 N.

El sistema de oxigenacion se programé con un temporizador, realizando catorce
programaciones distribuidas de la siguiente manera: cada hora de 8:00 AM a 8:00 PM
durante el diay a las 12:00 AM y 4:00 AM durante la noche teniendo una duracién cada
una de un minuto, dando un total de 14 min de oxigenacion diarios durante todo el

experimento.

El nivel de la solucion nutritiva y el pH se ajustaron cada tercer dia. Realizando un
cambio de la solucién nutritiva cada 10 dias, incrementando la concentracién de la

solucién nutritiva Steiner de acuerdo al desarrollo del cultivo hasta llevarla al 100%.
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La cosecha de apio se realizd 41 dias después del trasplante. Al momento de la
cosecha se realizaron muestreos de todos los tratamientos, congelando las muestras a
-80 °C para su posterior analisis. De igual manera se determind el peso fresco y
posteriormente dichas muestras se llevaron a la estufa de secado para posteriormente

evaluar el peso seco.

9.2.4. Variables evaluadas

Se evaluaron variables agronémicas (materia fresca de vastago y volumen de raiz,
materia seca de vastago y raiz), indicadores de calidad (actividad antioxidante total
método DPPH, fenoles totales, flavonoides totales, concentracion de acido ascorbico),
e indicadores fisiologicos (concentracion de clorofilas a, b y total, azGcares totales en
hojas, aminoacidos libres totales, proteinas solubles totales, concentracion nutrimental

en hojas), de la misma manera como se describe en el Capitulo 2.

9.2.5. Anédlisis estadistico

Se realizaron pruebas preliminares de datos, entre ellas la de Shapiro-Wilk vy
Kolmororov-Smirnov para corroborar que los datos tuvieran una distribucion normal y
las pruebas de Levene, O’Brien y Bartlet para verificar la homogeneidad de varianzas.
Posteriormente se realizé6 un analisis de varianza (PROC ANOVA) de los datos
obtenidos y las medias fueron comparadas usando la prueba de Tukey (a < 0.05 %),
para lo cual se utilizé el programa estadistico System Analytic Statistical, version 9.3
(SAS Institute Inc., 2011).

9.3. RESULTADOS Y DISCUSION
9.3.1. Indicadores agronémicos
9.3.1.1. Peso fresco de vastago y volumen de raiz

Se observo que cantidades superiores a 0.50% de Phi via foliar disminuyeron el
volumen de raiz y peso fresco de vastago en el cultivo de apio (Cuadro 2). Dichos

resultados se respaldan con los obtenidos en el cultivo de acelga y col con aplicaciones
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foliares de Phi, ya que en esos casos también hubo una tendencia en disminucion de
volumen de raiz en ambos cultivos y peso fresco en col, con aplicaciones de Phi

mayores a 0.50% (Cuadro 2 del Capitulo 5y Cuadro 2 del Capitulo 7).

Hirosse et al. (2012) realizaron un experimento en cultivo in vitro de papa dulce, en
donde utilizaron tratamientos consistentes en relaciones Pi/Phi en el medio de cultivo,
teniendo los siguientes tratamientos en porcentajes: 100/0, 87.5/12.5, 75/25, 50/50 y
0/100; reportaron una disminucion del crecimiento a medida que se incremento el Phi
en el medio de cultivo, estos autores plantearon poder utilizar el Phi como fuente de P
para su cultivo. Sin embargo ya se ha comprobado que el Phi no puede ser utilizado
como fuente de P metabolizable para las plantas, a menos que se realice en plantas
genéticamente modificadas en donde se les inserta la enzima fosfito reductasa para
gue puedan utilizar Phi como fuente de P (Thao et al., 2008; Thao et al., 2009; Lopez-
Arredondo y Herrera-Estrella, 2012).

En nuestro experimento utilizamos en todos los tratamientos niveles de suficiencia de P
en forma de Phi y encontramos que aspersiones de 0.75% de Phi disminuyeron el

crecimiento tanto en raiz como en vastago de apio.

Cuadro 2. Volumen de raiz y acumulacion de materia fresca de apio cv. Tall Utha 52-

70 con aplicaciones de fosfito via foliar.

Fosfito Volumen de raiz Vastago
(%) (cm?® planta™) (g planta™ PF¥)
0.00 68.88 a’ 147.59 a
0.25 64.38 ab 152.17 a
0.50 65.50 ab 145.59 a
0.75 55.88 b 129.31b

DHSY 12.21 12.29
Pr>F 0.0446 0.0001

“Valores con letras distintas en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). YDHS:

Diferencia honesta significativa. *PF: peso fresco.

9.3.1.2. Peso seco de vastago y raiz
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En raiz, los tratamientos con Phi no afectaron significativamente la acumulacion de
materia seca; en vastago se observd nuevamente al igual que en peso fresco que
aplicaciones foliares de Phi superiores a 0.50% disminuyeron la acumulacion de
materia seca en el cultivo de apio (Cuadro 3). Por otro lado, en el cultivo de lechuga se
observo que no se vieron afectados estadisticamente por tratamientos con Phi (Cuadro
3 del Capitulo 3). De manera similar, el experimento realizado en acelga, la
acumulacion de materia seca de vastago no se vio afectada por tratamientos con Phi;
sin embargo, en raiz se observd una disminucion en peso seco al asperjar cantidades
superiores a 0.50% de Phi, lo cual corresponde con los resultados obtenidos en apio
(Cuadro 3 del Capitulo 5).

Hirosse et al. (2012) en un experimento en cultivo in vitro de papa dulce, utilizaron
tratamientos de Pi/Phi en el medio de cultivo, teniendo los siguientes tratamientos en
porcentajes: 100/0, 87.5/12.5, 75/25, 50/50 y 0/100; y encontraron una disminucion de
la materia seca de los explantes a medida que se increment6 el Phi en el medio de
cultivo. Por otro lado, bajo niveles de suficiencia de Pi, Moor et al. (2009) encontraron
gue el fosfito no suprime ni promueve el crecimiento en plantas de fresa. Lo cual es
similar a los resultados obtenidos en este experimento, sin embargo cantidades

superiores a 0.50% de Phi asperjado via foliar disminuy6 el peso seco en vastago.

Cuadro 3. Acumulacién de materia seca en raiz y vastago de apio cv. Tall Utha 52-70

en respuesta a aplicaciones con fosfito via foliar.

Fosfito Raiz Vastago
(%) (g planta™ PS¥) (g planta™ PS)

0.00 3.53a" 15.80 a
0.25 3.63 a 16.02 a
0.50 3.68 a 15.60 a
0.75 3.37 a 14.24 b
DHSY 0.33 1.31

Pr>F 0.0784 0.0030
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*Valores con letras distintas en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). YDHS:

Diferencia honesta significativa. “PS: peso seco.

9.3.2. Indicadores de calidad
9.3.2.1. Actividad antioxidante total

En apio se observé que aspersiones de Phi en concentraciones superiores a 0.50%
disminuyeron marcadamente la actividad antioxidante de las hojas. Se observé también
gue la aplicacion de Phi a una concentracion 0.50% ocasioné incrementos en actividad
antioxidante de 2.3, 3.1, 0.2% con respecto al testigo en los tiempos 15, 30 y 60 min de
incubacion aunque estadisticamente no hubiera diferencias con el testigo (Figura 1). En
la variable actividad antioxidante, en respuesta a la aplicacion de tratamientos foliares
de Phi, se observaron diferentes resultados incluso hasta contrastantes entre los
cultivos evaluados, ya que por un lado en el cultivo de col las aplicaciones foliares de
Phi causaron una disminucion en actividad antioxidante (Figura 1 del Capitulo 7); por el
contrario, en acelga las aplicaciones foliares de Phi incrementaron la actividad
antioxidante en hojas (Figura 1 del Capitulo 5), por lo que la cuestién seria encontrar
las concentraciones Optimas en cada cultivo en funcion de la sensibilidad de cada

especie al Phi.

Eshraghi et al. (2011) mencionan que Phi no solo potencializa una rapida respuesta de
defensa de la planta contra el patégeno, sino que también induce la expresién de
genes de defensa en la ausencia del patdgeno. Lo anterior estd muy relacionado con el

incremento de la actividad antioxidante que generan las aplicaciones de Phi.
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Figura 1. Actividad antioxidante total en hojas de apio cv. Tall Utha 52-70 en respuesta
a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (15, p=0.0261; 30, p=0.0148; 60, p=0.0113).

PF=peso fresco.
9.3.2.2. Fenoles totales

Se observé que el mejor tratamiento foliar de Phi, que representd un incremento
significativo de 14% con respecto al testigo fue el de 0.50%, cantidades superiores
tienden a disminuir la concentracion de fenoles totales en hojas de apio (Figura 2). Los
resultados obtenidos en apio son muy similares a los obtenidos en acelga utilizando los
mismos tratamientos, ya que en ese cultivo de igual manera el mejor tratamiento fue la
aplicacién de 0.50% de Phi (Figura 2 del Capitulo 5).

El apio es una planta que se distingue por ser rica en una serie de compuestos
bioactivos como vitaminas, aminoacidos, aceites volatiles y otros compuestos como
apigenina, que es un compuesto perteneciente a las flavonas, el cual tiene muchos
beneficios importantes para la salud, incluida la disminucion en la hipertension arterial
(Li et al., 2014). Desde este punto de vista es muy interesante poder incrementar la
concentracion de fitoquimicos in planta, como se ha observado que el Phi incrementé

considerablemente la concentracion de fenoles totales, y es importante siempre tener
171



Capitulo 9

en cuenta que las dosis de aplicacion son de suma importancia, ya que el Phi causa un
tipo de estrés en la planta que promueve el incremento de fenoles y en cantidades

superiores tiende a disminuirlos.

1.10 -
a
o ab
L 1.05 -
o
o 1.00 -
\E, ab
b
3 0.95 -
]
o
% 0.90 -
<
o
G 0.85 -
LL
0.80
0.00 0.25 0.50 0.75

Fosfito asperjado de manera foliar (%)

Figura 2. Concentracion de fenoles totales en hojas de apio cv. Tall Utha 52-70 en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias con letras distintas

son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0132). PF=peso peso fresco.
9.3.2.3. Flavonoides totales

En la variable de flavonoides totales, se observé que aplicaciones foliares de 0.25 y
0.50% de Phi son iguales estadisticamente al testigo, pero aplicaciones superiores a
0.50% tienden a disminuir la concentracién de flavonoides totales en hojas de apio
(Figura 3). En el cultivo de col se observo la misma tendencia que en el cultivo de apio;
sin embargo en el cultivo de acelga el tratamiento de 0.50% de Phi via foliar incremento

la concentracion de flavonoides totales por encima de los demas tratamientos.

En apio hay una gran cantidad de flavonoides uno muy representativo la apiina, la cual
le confiere al apio una excelente actividad antioxidante; esta actividad antioxidante

conferida puede contribuir a prevenir el estrés oxidativo (Li et al., 2014). La aplicacion
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foliar no mejord estadisticamente la concentracion de flavonoides y en aplicaciones
foliares superiores a 0.75% disminuy0 incluso la concentracion de flavonoides, estos
resultados permiten suponer que en apio las dosis positivas de Phi debieran ser aun
més bajas a las empleadas.

a a
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I I I b
0.00 0.25 0.50 0.75
Fosfito asperjado de manera foliar (%)

o o o o
(V) w ~ 4]
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Figura 3. Concentracion de flavonoides totales en hojas de apio cv. Tall Utha 52-70 en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias con letras distintas

son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0001). PF=peso fresco.

9.3.2.4. Concentracion de acido ascoérbico

Los tratamientos foliares con Phi no afectaron estadisticamente la concentracién de
acido ascorbico en hojas de apio (Cuadro 4). Los resultados que obtuvimos en acelga y
col por otro lado mostraron que las aplicaciones foliares de Phi, tuvieron efectos
benéficos en el incremento de la concentracion de acido ascorbico, especialmente en
col (Figura 4 del Capitulo 5 y Figura 4 del Capitulo 7, respectivamente). Por otro lado
en lechuga se observaron efectos opuestos, debido a que los resultados mostraron que
las aplicaciones de Phi disminuyeron la concentracién de acido ascoérbico (Figura 4 del
Capitulo 3).
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Moor et al. (2009) encontraron que aplicaciones de Phi incrementaron la concentracion
de &cido ascorbico en frutos de fresa. En este experimento en apio, ho se observo una
influencia de la aplicacion foliar de Phi sobre la concentracion de acido ascorbico y
coincide con lo obtenido por Thao et al. (2009) ya que estos autores no encontraron
efecto de aplicaciones de fosfito en hojas de lechuga y sefialan que no tiene efecto en
la biosintesis de acido ascorbico.

Cuadro 4. Concentracién de acido ascoérbico en hojas de apio cv. Tall Utha 52-70 en

respuesta a aplicaciones de fosfito via foliar.

Fosfito Concentraciéon de acido ascorbico
(%) (ng g™ PFY)
0.00 60.22 a*
0.25 55.50 a
0.50 58.33 a
0.75 73.50 a
DHSY 31.43
Pr>F 0.3331

“Valores con las mismas letras son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). YDHS: Diferencia honesta
significativa. *PF: peso fresco.

9.3.3. Indicadores fisioldgicos
9.3.3.1. Concentracion de clorofila a, b y total

Se observé que aplicaciones foliares de 0.25% de Phi, favorecieron el incremento de la
concentracion de clorofilas a, b y total en 15.4, 13.9 y 14.9%, respectivamente, en
comparaciéon con el testigo en hojas de apio (Figura 4). Los resultados obtenidos en
apio coincidieron con los obtenidos en los cultivos de lechuga y col, debido a que en los
tres cultivos se obtuvo un incremento en clorofilas al asperjar 0.25% de Phi (Figura 5
del Capitulo 3 y Figura 5 del Capitulo 5). Por otro lado, en acelga no se observé algin
efecto estadistico significativo en la concentracion de clorofilas al asperjar Phi (Cuadro
4 del Capitulo 5).
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Estrada-Ortiz et al. (2011) encontraron que al aplicar 30% del total de P en forma de
Phi en la solucion nutritiva incremento la concentracion de clorofila a, b y total en hojas
de fresa en etapa de fructificacion; lo cual es acorde a lo observado en apio, es decir,

que las aplicaciones de Phi via foliar estimulan la produccion de clorofilas.
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Figura 4. Concentracion de clorofilas a, b y total en hojas de apio cv. Tall Utha 52-70
en respuesta a diferentes aplicaciones de fosfito via foliar. Medias con letras distintas
son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (Chl a, p=0.0367; Chl b, p=0.0449; Chl
total, p=0.0172). PF= peso fresco.

9.3.3.2. Azlcares totales en hojas

Los resultados obtenidos en concentracién de azlcares totales en hojas de apio son
interesantes, debido a que se observo que aplicaciones foliares de Phi, incrementaron
la concentracion de azucares, en especial la aplicacion de 0.50% que increment6 en un
29.7% la concentracion de azucares totales de hojas, en comparacion con el testigo
(Figura 5). En los cultivos de lechuga, acelga y col las aplicaciones foliares no tuvieron
efectos significativos en la concentracion de azucares (Cuadro 4 del Capitulo 3, Cuadro

5 del Capitulo 5 y Cuadro 4 del Capitulo 7, respectivamente).
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El incremento en la concentracion de azucares totales favorece un desarrollo rapido
(precoz) de la planta e incluso puede representar un incremento en rendimiento
(Stapleton et al., 2001). Los tratamientos de Phi incrementaron la concentracion de

azucares, principalmente a 0.50% de Phi via foliar.
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Figura 5. Concentracién de azlcares totales en hojas de apio cv. Tall Utha 52-70 en
respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias con letras distintas

son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0016). PF= peso fresco.
9.3.3.3. Aminoéacidos libres totales

Los tratamientos foliares con Phi, no tuvieron efectos significativos en el cultivo de apio
(Cuadro 5). En el cultivo de col se obtuvieron resultados similares, ya que las
aplicaciones foliares de Phi tampoco afectaron significativamente los resultados
(Cuadro 5 del Capitulo 7). Sin embargo, en el cultivo de acelga, la aplicacién de 0.25%
de Phi increment6 significativamente la concentracion de aminoacidos totales con
respecto al testigo (Figura 5 del Capitulo 5).

Berkowitz et al. (2013) realizaron aplicaciones de Phi en Arabidopsis en plantas con
suficiencia de Pi (0.5 mM Pi + 2.5 mM Phi) comparandolas con plantas con limitacién

de Pi (0.05 mM Pi) y reportan que en plantas tratadas con Phi se produjo una reduccion
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entre 40 y 60% en aminoacidos como asparagina, acido glutdmico, acido aspartico y
serina. Sin embargo estos resultados difieren de los obtenidos en apio, con
aspersiones foliares de Phi, ya que no se observaron diferencias estadisticas
significativas con el testigo.

Cuadro 5. Concentracién de aminoéacidos libres totales en hojas de apio cv. Tall Utha

52-70 en respuesta a diferentes concentraciones de fosfito via foliar.

Fosfito Concentracion de aminoacidos libres totales

(%) (UM g™t PFY)
0.00 29.50 a*
0.25 27.73 a
0.50 30.77 a
0.75 31.96 a
DHSY 4.45

Pr>F 0.0749

“Valores con las mismas letras son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). YDHS: Diferencia honesta

significativa. “PF: peso fresco.

9.3.3.4. Proteinas solubles totales

La concentracion de proteinas solubles totales se vio incrementada estadisticamente
por aplicaciones foliares de Phi en hojas de apio. Se observé que los tratamientos con
0.25 y 0.75% incrementaron significativamente la concentracibn de proteinas en
relacion al testigo en un 14.8 y 26.4%, respectivamente, obteniéndose como mejor
tratamiento la aplicacion de 0.75% de Phi via foliar (Figura 6). De manera opuesta, en
los cultivos de acelga y col se obtuvieron resultados negativos con la aplicaciéon foliar
de Phi en la concentracion de proteinas en hojas (Figura 6 del Capitulo 5 y Figura 6 del
Capitulo 7); por otro lado, en lechuga no se observaron diferencias estadisticas en
concentracion de proteina en hojas, al aplicar Phi de manera foliar (Cuadro 5 del
Capitulo 3).

Concentraciones de 30% de P total en forma de Phi suministrado a la solucién nutritiva,
incremento la concentracion de proteinas en hojas de fresa y concentraciones mayores

la disminuyeron (Estrada-Ortiz et al., 2011). Dicho comportamiento es muy similar a lo
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encontrado en esta investigacion; sin embargo, en este experimento las aplicaciones

de Phi fueron foliares y hay una tendencia al incremento en proteina.
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Figura 6. Concentracion de proteinas solubles totales en hojas de apio en respuesta a
diferentes concentraciones de fosfito via foliar. Medias con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). (p=0.0003). PF= peso fresco.

9.3.4. Concentracion nutrimental

Se observé que las aplicaciones de Phi via foliar no modificaron significativamente la
concentracion de nutrimentos en vastago (Cuadros 6 y 7). Mientras que en raiz no se
observaron diferencias estadisticas significativas por aplicacion foliar de Phi en N, Ca,
Mg, S, Zn y B; por otro lado, en K, Cu y Na se observdé una disminucién en su
concentracion en raiz, a medida que se incrementd la concentracion de Phi en la
soluciones foliares. Ademas se observé que las aplicaciones de 0.25, 0.50 y 0.75% de

Phi incrementaron la concentracién en raiz de Fe, P y Mn, respectivamente.
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Cuadro 6. Concentraciéon de macronutrimentos en vastago y raiz de apio cv. Tall Utha

52-70 en respuesta a tratamientos con fosfito via foliar.

) Phi Concentracion (g kg™ PS¥)
Tejido
(%) N P K Ca Mg S

Véastago 0.00 36.62 a* 7.55a 12.38 a 1391a 4.48a 7.68 a
0.25 38.16 a 7.90 a 11.67 a 1282a 4.15a 6.75a
0.50 36.36 a 6.83 a 991a 10.84a 359a 5.88a
0.75 36.87 a 7.46 a 12.37 a 1245a 36la 6.29a
DHS 2.34 2.90 4.49 4.25 1.57 2.45
Pr>F 0.1582 0.7450 0.3549 0.2472 0.3101 0.2121

Raiz 0.00 36.79 a 10.38 b 17.66 a 6.34 a 735a 288a
0.25 36.19a 10.24 b 12.20 b 6.59 a 6.87a 290a
0.50 37.56 a 11.66 a 13.80 ab 6.33 a 70la 277a
0.75 40.05a 11.13ab 12.13 b 6.46 a 6.88a 294a
DHSY 4.62 0.92 4.39 0.44 0.60 0.20
Pr>F 0.1207 0.0020 0.0089 0.3043 0.1066 0.1597

“Valores con distintas letras en cada columna por 6rgano son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

YDHS: Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.
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Cuadro 7. Concentraciéon de micronutrimentos y sodio en vastago y raiz de apio cv.

Tall Utha 52-70 en respuesta a tratamientos con fosfito via foliar.

Phi Concentracién (mg kg™ PS¥)

Tejido 5
(mole m™) Fe Cu Zn Mn B Na

Vastago 0.00 107.1a* 5.88a 326la 83.68a 99.59a 4969.10 a
0.25 11192a 524a 3846a 85.23a 92.82a 4662.70 a
0.50 101.32a 951a 2288a 79.03a 100.09a 4572.40a
0.75 107.49a 464a 2582a 99.43a 84.78a 3183.30a

DHS 39.34 10.72 22.79 28.76 58.09 2555.7
Pr>F 0.8839 0.5516 0.2886 0.2305 0.8466 0.2195
Raiz 0.00 750.28 ab 37.96a 54.60a 2178.79b 102.92a 13224.60a

0.25 811.06 a 36.45ab 52.96a 2206.56ab 97.04a 10823.50 bc
0.50 682.95b 37.06ab 52.02a 2313.90ab 102.03a 12528.4 ab
0.75 666.45b 33.55b 50.97a 2377.58a 98.40a 9858.90c
DHSY 99.51 4.02 5.60 182.27 14.78 1922.70
Pr>F 0.0037 0.0353 0.3095 0.0234 0.6015 0.0008

“Valores con distintas letras en cada columna por 6rgano son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
YDHS: Diferencia honesta significativa. *PS: peso seco.

Thao et al. (2009) encontraron que la adicion de Phi en la solucién nutritiva incrementé
la de N en véastago de lechuga bajo condiciones suficiencia de P (0.3 mM de Pi).
Constan-Aguilar et al. (2014) encontraron que la adicibn de Phi en diferentes
concentraciones, en la solucion nutritiva no modificé la concentracion de P total en
parte aérea de plantas de pepino, sin importar si tenia condiciones de suficiencia o
insuficiencia de P en forma de Pi. En este experimento se manejaron condiciones de
suficiencia de P en forma de Pi, y por tanto las aplicaciones de Phi, no tuvieron
influencia en la concentracion de macronutrimentos en raiz y vastago y solo se observo

una disminucién en Fe, Cu y Na al incrementar Phi.
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9.4. CONCLUSIONES

Aplicaciones de 0.25% de Phi via foliar en apio incrementan la concentracion de

clorofilas a, b y total en hojas.

Aplicar Phi en concentraciones de 0.50% en apio, incrementan fenoles totales y la
actividad antioxidante total, pero en cantidades superiores la disminuyen; mientras que
aplicaciones foliares superiores a 0.50% de Phi via foliar disminuyen el volumen de raiz

y materia fresca y seca de vastago, asi como fenoles totales en hojas.

Aplicaciones foliares de 0.75% incrementan la concentracion de proteinas solubles

totales.

De manera general, aplicaciones foliares de Phi en apio incrementan la concentracion

de azlcares totales en hojas.
9.5. LITERATURA CITADA

Avila, F. W.; Faquin, V.; da Silva, L. A. K.; Andressa, A. P.; Marques, D. J.; Silva, G. E.
M.; Yuen, T. D. K. 2013. Effect of phosphite supply in nutrient solution on yield,
phosphorus nutrition and enzymatic behavior in common bean (Phaseolus vulgaris
L.) plants. Aust. J. Crop Sci. 7(5): 713-722.

Berkowitz, O.; Jost, R.; Kollehn, D. O.; Fenske, R.; Finnegan, P. M.; O’Brien, P. A,
Hardy, G. E. St. J.; Lambers, H. 2013. Acclimation responses of Arabidopsis
thaliana to sustained phosphite treatments. J. Exp. Bot. 64(6): 1731-1743.

Constan-Aguilar, C.; Sanchez-Rodriguez, E.; Rubio-Wilhelmi, M. M.; Camacho, M. A;;
Romero, L.; Ruiz, J. M.; Blasco, B. 2014. Physiological and nutritional evaluation
of the application of phosphite as a phosphorus source in cucumber plants. C. S.
S. P. A. 45: 204-222.

Eshraghi, L.; Anderson, J.; Aryamanesh, N.; Shearer, B; McComb, J.; Hardy, G. E. St.

J.; O'Brien, P. A. 2011. Phosphite primed defence responses and enhanced

181



Capitulo 9

expression of defence genes in Arabidopsis thaliana infected with Phytophthora
cinnamomi. Plant Pathol. 60:1086-1095.

Estrada-Ortiz, E.; Trejo-Téllez, L. I.; Gdmez-Merino, F. C.; NuUfiez-Escobar, R.;
Sandoval-Villa, M. 2011. Biochemical responses in strawberry plants supplying

phosphorus in the form of phosphite. Rev. Chapingo Ser. Hortic. 17: 129-138.

Hirosse, E. H.; Creste, J. E.; Custodio, C. C.; Machado-Neto, N.B. 2012. In vitro growth
of sweet potato fed with potassium phosphite. Acta Scientiarum. 34(1): 85-91.

Li, P.; Jia, J.; Zhang, D.; Xie, J.; Xu, X.; Wei, D. 2014. In vitro and in vivo antioxidant
activities of a flavonoid isolated from celery (Apium graveolens L. var. dulce). Food
and Function. 5: 50-56.

Lobato, M. C.; Machinandiarena, M. F.; Tambascio, C.; Dosio, G. A. A.; Caldiz, D. O,;
Daleo, G. R.; Andreu, A. B.; Olivieri, F. P. 2011. Effect of foliar applications of
phosphite on post-harvest potato tubers. Eur. J. Plant Pathol. 130: 155-163.

Lopez-Arredondo, D. L.; Herrera-Estrella, L. 2012. Engineering phosphorus metabolism
in plants to produce a dual fertilization and weed control system. Nature
Biotechnol. 30(9): 889-895.

Misic, D.; Zizovic, I.; Stamenic, M; Asanin, R.; Ristic, M.; Petrovic, S.D.; Skala, D. 2008.
Antimi- crobial activity of celery fruit isolates and SFE process modeling. J.
Biomech Engr. 42(2): 148-52.

Moor, U.; Pdldma, P.; Tonutare, T.; Karp, K.; Starast, M.; Vool, E. 2009. Effect of
phosphite fertilization on growth, yield and fruit composition of strawberries.
Scientia Hort. 119: 264-269.

Olivieri, F. P.; Feldman, M. L.; Machinandiarena, M. F.; Lobato, M. C.; Caldiz, D. O,
Daleo, G. R.; Andreu, A. B. 2012. Phosphite applications induce molecular
modifications in potato tuber periderm and cortex that enhance resistance to

pathogens. Crop Prot. 32: 1-6.

Plaxton, W. C. 1998. Metabolic aspects of phosphate starvation in plants. In: J.P. Lynch
and J. Deikman (eds.), Phosphorous in plant biology: regulatory roles in molecular,

182



Capitulo 9

cellular, organismic and ecosystem processes. Am. Soc. Plant Physiologists,
Rockville (MD), USA.

SAS Institute Inc. 2011. SAS/STAT Users Guide. Version 9.3. SAS Institute Inc., Cary,
N. C., USA.

Silva, O. C.; Santos H. A. A.; Dalla Pria, M.; May-De Mio, L. L. 2011. Potassium
phosphite for control of downy mildew of soybean. Crop Prot. 30: 598.604.

Stapleton, S. C.; Chandler, K. Legard, E. D.; Price, E. J.; Sumler, C. J. 2001. Transplant
source affects fruting performance and pest of 'Sweet Charlie’ strawberry in
Florida. Hort. Technology. 11: 61-65.

Steiner, A. 1984. The universal nutrient solution, In: ISOSC Proceedings 6th

International Congress on Soilless Culture. The Netherlands. pp. 633-649.

Steiner, A.; van Winden, H. 1970. Recipe for ferric salts of ethylenediaminetetraacetic
acid. Plant Physiol. 46: 862-863.

Sultana, S.; Ahmed, S.; Jahangir, T.; Sharma, S. 2005. Inhibitory effect of celery seeds
extract on chemically induced hepatocarcinogenesis: modulation of cell prolifer-
ation, metabolism and altered hepatic foci development. Cancer Lett. 221(1): 11-
20.

Tapiero, H.; Tew, K. D.; Nguyen, B. G.; Mathe, G. 2002. Polyphenols: do they play a
role in the prevention of human pathologies. Biomed Pharmacother. 56(4): 200-
207.

Thao, H. T. B., T. Yamakawa, K. Shibata, P. S. Sarr, and A. K. Myint. 2008. Effects of
phosphite, a reduced form of phosphate, on the growth and phosphorus nutrition
of spinach (Spinacia oleracea L.). Soil Sci. Plant Nut. 54: 761-768.

Thao, H. T. B.; Yamakawa, T.; Shibata, K. 2009. Effect of phosphite-phosphate
interaction on growth and quality of hydroponic lettuce (Lactuca sativa). J. Plant
Nutr. Sci. 172: 378-384.

183



Capitulo 9

Tsi, D.; Tan, B.K. 2000. The mechanism underlying the hypocholesterolaemic activity of
aqueous celery extract, its butanol and aqueous fractions in genetically hyperc-
holesterolaemic rico rats. Life Sci. 66(8): 755-767.

Yildiz, L.; Baskan, K. S.; Tutem, E. T.; Apak, R. 2008. Combined HPLC-CUPRAC
(cupric ion reducing antioxidant capacity) assay of parsley, celery leaves, and
nettle. Talanta. 77(1): 304-13.

184



Capitulo 10

CAPITULO 10. EFECTO DE DOS FUENTES DE FOSFITO EN LA SOLUCION
NUTRITIVA SOBRE CRECIMIENTO Y FISIOLOGIA EN PLANTAS DE LECHUGA

10.1. INTRODUCCION

La forma convencional de absorcion de P por las plantas es el fosfato (Pi). Actualmente
existen varios productos quimicos de uso agricola, que han sido presentados como
fertilizantes para suplemento de P principalmente via foliar y que utilizan como fuente
primaria de este elemento, formas reducidas tales como fosfito (Phi) en forma de
fosfonato, a estos productos se les reconoce su efecto fungicida sobre Oomicetos
(Carswell et al., 1996; Orovic et al., 2008).

El Phi (H,PO3) es un iséstero del anion Pi (H,PO4) en donde uno de los 4tomos de
oxigeno es reemplazado por un hidrogeno (Ouimette y Coffey, 1990). Por la similitud en
la estructura de estos dos aniones y sus propiedades cinéticas son absorbidos por los

mismos transportadores (d’Arcy-Lameta y Bompeix, 1991).

El Phi tiene un claro efecto fungicida en Oomicetos (Rebollar et al., 2010). Pero por otro
lado, los reportes del efecto que tiene el Phi sobre crecimiento y rendimiento son
contradictorios. En especies como Allium cepa y Brassica nigra se han encontrado
efectos negativos (Sukarno et al., 1993; Carswell et al., 1996). Varadarajan et al. (2002)
mencionan que dichos efectos negativos son disminuidos suministrando Pi a la planta.
Por el contrario, Moor et al. (2009) indican que el fosfito no tiene efectos negativos en el
crecimiento y rendimiento de fresa; sino que incrementa la calidad de fruta y activa

mecanismos que aumentan la sintesis de acido ascérbico y antocianinas.

Con base en lo anteriormente mencionado se plante6 como objetivo determinar el
efecto de la adicion de Phi en la solucion nutritiva utilizando dos fuentes y seis
concentraciones sobre variables fisiol6gicas, nutrimentales y de crecimiento en el

cultivo de lechuga.
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10.2. MATERIALES Y METODOS
10.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

La investigacion se realiz6 durante los meses de febrero a abril de 2012, en un
invernadero tipo cenital, localizado a 19° 29° latitud norte, 98° 53" longitud oeste y a
una altitud de 2,250 m. EIl material vegetal utilizado fue lechuga (Lactuca sativa L.) cv.
Climax, cultivada en sustrato perlita. La temperatura maxima, minima y promedio
durante el desarrollo del experimento dentro del invernadero fueron 37, 3.2 y 18.2 °C,

respectivamente. La intensidad luminosa tuvo un promedio de 279 pmol m? s™.

10.2.2. Tratamientos y disefio experimental

Las soluciones se formularon tomando como referencia la solucion nutritiva Steiner
(1984) al 50% preparada con reactivos grado analitico, utilizando 0.531 g L™ de
Ca(NOs), 4H,0; 0.152 g L™ de KNO3; 0.068 g L™ de KH,PO,; 0.247 g L™ de MgSO,
7H,O0 y 0.131 g L* de K,SO4 La solucién nutritva se complementd con
micronutrimentos en las siguientes concentraciones: 1.6 mg L™ de Mn; 0.11 mg L™ de
Cu; 0.86 mg L™ de B; 0.023 mg L™ de Zn y 0.048 mg L™ de Mo. El hierro se abasteci6
como Fe-EDTA a una concentracién de 5 mg L™ a partir de una solucién concentrada

preparada segun lo describen Steiner y van Winden (1970).

El arreglo de tratamientos fue un factorial 2 x 6, en donde el primer factor fue la fuente
de Phi (Na,HPO3; - 5H,0 y H3POj3, Sigma-Aldrich), el segundo factor la concentracion
de Phi en la solucién nutritiva (0.00, 0.25, 0.50, 1.00, 1.50 y 2.00 mol. m™), dando un
total de 12 tratamientos, los cuales fueron distribuidos en un disefio experimental
completamente al azar, en donde cada planta se consider6 como unidad experimental,
teniendo 39 repeticiones por tratamiento. El pH de la solucion nutritiva se mantuvo en
5.8 ya que se considera un pH 6ptimo para la disponibilidad de Phi (Hanrahan et al.,
2005), el cual se ajusto6 adicionando H,SO4 al 97% y NaOH 1 N.

La aplicacion de tratamientos comenzo 14 dias después de la siembra, aplicando en un

inicio 30 mL de solucion diariamente, posteriormente se adicionaron 50 mL.
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10.2.3. Manejo del experimento

El 23 de febrero de 2012, se germinaron semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) cv.
Climax, en sustrato perlita previamente humedecida y utilizando como contenedores
vasos de plastico. En cada vaso se coloco una semilla, para mantener la humedad
durante el periodo de germinacién, se realizaron riegos con agua. Diez dias después
concluy6 la germinacion y posteriormente, entre el dia dos al trece después de la
germinacién se comenzaron a realizar riegos con solucion nutritiva Steiner al 10%. El

agua empleada para realizar las soluciones nutritivas fue destilada.

La aplicacién de tratamientos con Phi comenz6 14 dias después de la siembra (9 de
marzo de 2012), utilizando a partir de ese momento la solucién Steiner al 50%; se
aplico diariamente 30 mL de solucién nutritiva por vaso en un inicio y posteriormente 50

mL.

10.2.4. Variables evaluadas
10.2.4.1. Materia seca

La parte aérea y raiz de plantas de lechuga se colocaron en una estufa de aire forzado
(Riossa, HCF-125D, México) durante 48 h a una temperatura de 70 °C, asegurandose
de tener un peso constante en el material vegetal. Posteriormente se evaluo el peso de
biomasa seca de vastago, raiz en una balanza analitica, lo anterior se midié con

material vegetal de 15, 26, 32 y 39 dias después de la siembra.
10.2.4.2. Numero de hojas

Se realizé el conteo de hojas de 12 plantas de lechuga por tratamiento, los dias 14, 19,

29, 35y 40 después de la siembra.

10.2.4.3. Areafoliar
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Utilizando un método destructivo, se midi6 el area foliar de cuatro plantas por
tratamiento, los dias 15, 26, 32 y 39 después de la siembra, para ello se utilizé el

integrador electrénico de &rea foliar LICOR LI-300, reportandose ésta en cm? planta™.
10.2.4.4. Lecturas Spad

Las lecturas se realizaron los dias14, 19, 29, 35 y 40 después de la siembra, evitando
la interferencia de las nervaduras y realizandose en 12 plantas por tratamiento, para lo

cual se utilizé el medidor portatil Minolta SPAD-510.
10.2.4.5. Tasa de crecimiento absoluto (TCA)

Para su calculo, se realizaron muestreos destructivos, los dias 15, 26, 32 y 39 después
de la siembra, utilizando cuatro repeticiones por tratamiento, posteriormente se
metieron a secar a 70 °C durante 48 h en una estufa de aire forzado, y se registr6 el
peso seco de las muestras. La TCA se calculd6 mediante la siguiente ecuacion
(Escalante y Kohashi, 1993):

(PSZ - PSl)

TCA =
(t; —ty)

Donde:
PS,y PS; representan el peso seco de la planta en los tiempos t, y t;, respectivamente.

10.2.4.6. Tasa de crecimiento relativo (TCR)

Para calcularla, se realizaron cuatro muestreos destructivos, los dias 15, 26, 32 y 39
dds, utilizando cuatro repeticiones por tratamiento, posteriormente se metieron a secar
a 70 °C durante 48 h en una estufa de aire forzado, y se procedié a registrar el peso
seco de las muestras. La TCR se calculé6 mediante la siguiente ecuacién (Escalante y
Kohashi, 1993):

(InPS, — InPS;)
(tz —ty)

TCR =
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Donde:

INPS, y InPS; son el logaritmo natural del peso seco de la planta en el tiempo t, y ti,

respectivamente.
10.2.4.7. Concentracién nutrimental

Utilizando material vegetal secado en la estufa y finamente molido, se realizé el analisis
de N total empleando el método Semimicro-Kjeldahl (Bremner, 1965). Las
determinaciones de P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn y B se realizaron mediante digestion
humeda del material seco con una mezcla de &cidos perclérico y nitrico (Alcantar y
Sandoval, 1999). De los extractos obtenidos se tomdé lectura en un equipo de

espectroscopia de emision atémica de induccién por plasma (ICP-VARIAN 725-ES).

10.2.5. Analisis estadistico

Se realizaron pruebas preliminares de datos, entre ellas la de Shapiro-Wilk vy
Kolmororov-Smirnov para corroborar que los datos tuvieran una distribucion normal y
las pruebas de Levene, O’Brien y Bartlet para verificar la homogeneidad de varianzas.
Posteriormente se realizé6 un analisis de varianza (PROC ANOVA) de los datos
obtenidos y las medias fueron comparadas usando la prueba de Tukey (a < 0.05 %),
para lo cual se utilizé el programa estadistico System Analytic Statistical, versién 9.3
(SAS Institute Inc., 2011).

10.3. RESULTADOS Y DISCUSION
10.3.1. Peso seco

En el Cuadro 1 se observé el efecto de la fuente de Phi sobre la acumulacion de
materia seca de vastago y raiz. En las tres primeras fechas de muestreo no hubo
diferencias estadisticas significativas entre las fuentes de Phi segun la prueba de Tukey
al 5%; mientras que para el cuarto muestreo (39 dds), se encontré que la fuente de
acido fosforoso (H3PO3) favorecié la acumulacion de materia seca tanto en vastago

como en raiz, estos resultados contrastan con lo obtenido por Bertsch et al. (2008)
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guienes reportan que el acido fosforoso no puede ser utilizable en la solucidn nutritiva

ya que causa dafos al cultivo.

Al analizar los resultados obtenidos por efecto del factor concentracion de Phi en la
solucién nutritiva, se observo que para vastago no hay diferencias en PMS a los 15y
26 dds, mientras que para el dia 32 se observd que el testigo fue el que mayor peso
seco acumulo; para el dia 39, se siguié acumulando mayor peso seco en el testigo,
pero sin haber diferencias significativas con las concentraciones de Phi, excepto 1.5
mol. m™ de Phi, el cual tuvo la menor acumulacién de peso seco (Cuadro 1).

En raiz se observé que 15, 26 y 32 dds no se encontraron diferencias estadisticas
significativas, mientras que 39 dds se observdé un comportamiento diferente al de
vastago, ya que las concentraciones que mas favorecieron a peso seco en raiz fueron

3 sin haber diferencias

0.5 y 1 mol. m?® seguidas por el testigo y 0.25 mol. m
estadisticas entre ellos; sin embargo para las concentraciones mas altas de Phi (1.5y 2
mol, m'3) se observd una disminucion drastica en acumulacion de materia seca de raiz

(Cuadro 1).

Thao et al. (2009) encontraron que el Phi es absorbido sin ningln problema por la raiz
de lechuga, pero no estimula el crecimiento de plantas, este efecto es similar al
observado en vastago en esta investigacion, se observo que la adicion de Phi redujo la
acumulaciéon de materia seca; sin embargo contrasta con lo obtenido en raiz, en donde

se promovi6 el crecimiento al adicionar 1 mol, m™.

En el Cuadro 1 se muestra también la interaccion de los factores de estudio y su efecto
en acumulacién de materia seca tanto en raiz como en vastago. En vastago se observo
gue 15 y 26 dds no se encontraron diferencias estadisticas entre interacciones; por el
contrario, 32 y 39 dds, los tratamientos testigo (tratamiento sin Phi) tanto para fosfito de
sodio como para acido fosforoso tuvieron la mayor acumulacién de materia seca en
vastago, siguiendo la misma tendencia observada en el factor concentracién de Phi, en
donde al agregar fosfito a la solucion se reduce la acumulacion de materia seca en

vastago. En raiz, solo se encontraron diferencias estadisticas significativas 39 dds y se
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observd de manera general, que la mejor interaccion fue acido fosforoso con una
concentracion de Phi de 1 mol. m™ y donde se registré la menor materia seca tanto en
raiz como en vastago, al utilizar como fuente fosfito de sodio con una con una

concentracion de Phi de 1.5 mol, m™.

Thao y Yamakawa (2010) encontraron que hay una fuerte inhibicidn por competencia
en la absorcion de Phiy Pi en plantas de komatsuna (Brassica rapa var. peruvidis cv.
Ajisai) tanto en altas como en bajas concentraciones de fésforo en forma de Pi; por
tanto, el crecimiento de la raiz de la planta es afectado al adicionar Phi lo cual tiene
repercusiones en la absorcion de Pi, esto contrasta con los resultados que se
obtuvieron para materia seca de raiz en esta investigaciéon ya que se encontré que

-3

concentraciones de Phi de 1 mol. m™ utlizando como fuente &cido fosforoso

promovieron la acumulacion de materia seca de la raiz.

Thao y Yamakagua (2009) sefialan que Phi por si solo no promueve ningun tipo de
estimulacién en crecimiento de plantas saludables, ni tampoco en combinacion con Piy
que para que pueda tener algun efecto benéfico en la planta Phi debe ser convertido a

Pi, lo cual contrasta con lo obtenido en raiz en este experimento.
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Cuadro 1. Acumulacion de materia seca en raiz y vastago de lechuga cv. Climax, en
respuesta a dos fuentes y diferentes concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva,

en cuatro muestreos.

ohi Raiz (g PS) Vastago (g PS)
i

Fuente 3 dds® dds

(mol¢ m™)
15 26 32 39 15 26 32 39

Efectos principales
Na;HPO3z 5H.0 0.016 a8 0.055a 0.149a 0.232b 0.040a 0.131a 0.388a 0.553b
HsPO3 0.014a 0.065a 0.152a 0.279a 0.039a 0.162a 0.397a 0.659a

0.00 0.015a 0.065a 0.190a 0.270ab 0.035a 0.168a 0.593a 0.723a
0.25 0.019a 0.055a 0.157a 0.271ab 0.046a 0.130a 0.358b 0.612ab
Concentracion 0.50 0.015a 0.060a 0.120a 0.296a 0.050a 0.141a 0.286b 0.643ab
de Phi 1.00 0.012a 0.074a 0.132a 0.29 a 0.029a 0.184a 0.347b 0.665ab
1.50 0.015a 0.047a 0.169a 0.185c 0.041a 0.115a 0.437ab 0.442b
2.00 0.014a 0.058a 0.137a 0.215bc 0.035a 0.141a 0.334b 0.554 ab

Efectos simples
Na,HPO3; 5H,0 0.00 0.015a 0.065a 0.190a 0.270 abc 0.04a 0.17a 0.59 a 0.72 a
0.25 0.023a 0.061a 0.164a 0.233abc 0.05a 0.15a 0.38ab 0.52ab
0.50 0.013 a 0.037a 0.094a 0.286 ab 0.04a 0.06a 0.20b 0.67 ab
1.00 0.012a 0.066a 0.130a 0.266 abc 0.02a 0.17a 0.38ab 0.67ab

1.50 0.015a 0.049a 0.174a 0.149c 0.04a 0.12a 0.44ab 0.30b
2.00 0.017a 0.051a 0.145a 0.186bc 0.05a 0.12a 0.34ab 0.44ab
HsPOs 0.00 0.015a 0.065a 0.190a 0.270 abc 0.04a 0.17a 0.59a 0.72a

0.25 0.015a 0.049a 0.150a 0.308 ab 0.04a 0.1la 0.34ab 0.70ab
0.50 0.018 a 0.083a 0.147a 0.306 ab 0.06a 0.23a 0.37ab 0.62ab
1.00 0.013 a 0.081a 0.134a 0.326a 0.03a 0.19a 0.31ab 0.66ab
1.50 0.015a 0.046a 0.164a 0.220abc 0.04a 0.12a 044ab 059ab
2.00 0.011a 0.066a 0.128a 0.243 abc 0.02a 0.16a 0.33ab 0.67ab

Fuente ns ns ns *x ns ns ns *
Phi (mol. m®) ns ns ns ** ns ns ** *
Fuente * Phi (mol. m™®) ns ns ns ** ns ns * *

*Letras distintas en cada columna por factor de estudio e interaccion, indican diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos; YPS, peso seco; “dds, dias después de la siembra; Phi, fosfito; ns, no significativo; * significante a
p <0.05; ** significante a p < 0.01.
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10.3.2. Numero de hojas

El factor fuente de Phi, no mostré diferencias significativas para numero de hojas de
plantas de lechuga, mientras que el factor concentracion de fosfito mostré diferencias
significativas 14, 29 y 35 dds, encontrandose una tendencia en disminucion del numero
de hojas a medida que se incrementé la concentracion de Phi en la solucion nutritiva,
por lo que se consider6 como mejor tratamiento al testigo al presentar la mayor media
en numero de hojas (Cuadro 2). Mientras que 14 y 40 dds no se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos. Carswell et al. (1996)
encontraron efectos negativos de Phi, que van desde disminucién en crecimiento de
plantas de Brassica nigra desarrolladas bajo cultivo in vitro, hasta la muerte, lo cual
coincide en parte con lo observado en este experimento ya que se ve afectado el
namero de hojas al adicionar Phi. Por otro lado, en la interaccion de factores fuente de
fosfito por concentracion de fosfito no se observaron diferencias estadisticas

significativas (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Numero de hojas de plantas de lechuga cv. Climax, en respuesta a dos
fuentes y diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva, en cinco fechas

después de la siembra.

NGmero de hojas (planta™)

Fuente Phi (mol; m™) dds®
14 19 29 35 40
Efectos principales
Na,HPO; 5H,0 2.93a’ 3.89a 493 a 5.74a 6.78a
H3PO3 293 a 3.72 a 494 a 5.79a 6.61a
0.00 3.17 a 3.92a 542 a 6.33 a 7.00 a
0.25 2.92 ab 3.79a 492ab 588ab 6.50a
Concentracion 0.50 3.17a 404a 513ab 592ab 7.00a
de Phi 1.00 2.71 ab 3.63a 4.63b 542b 6.54a
1.50 267b 3.79a 4.83ab 554 b 6.63 a
2.00 2.96 ab 3.67 a 471b 55b 6.50 a
Efectos simples

Na,HPO; - 5H,0 0.00 3.17 a 3.92a 542 a 6.33 a 7.00 a
0.25 283 a 3.92a 4.75 a 5.58 a 6.42 a
0.50 3.17a 4.08 a 5.08 a 575a 7.08 a
1.00 292a 3.83a 4.67 a 5.42 a 6.75 a
1.50 250a 3.83a 492 a 5.75a 6.75 a
2.00 3.00 a 3.75a 483 a 5.58 a 6.67 a
H3PO3 0.00 3.17 a 3.92a 542 a 6.33 a 7.00 a
0.25 3.00 a 3.67 a 5.08 a 6.17 a 6.58 a
0.50 3.17 a 4.00 a 5.17 a 6.08 a 6.92 a
1.00 250a 342 a 458 a 5.42 a 6.33 a
1.50 283 a 3.75a 4.75 a 533 a 6.50 a
2.00 292 a 3.58 a 458 a 542 a 6.33 a

Fuente ns ns ns ns ns

Phi (mol, m™) * ns * * ns

Fuente * Phi (mol, m™) ns ns ns ns ns

YLetras distintas en cada columna por factor de estudio e interaccion indican diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos; “dds, dias después de la siembra; Phi, fosfito; ns, no significativo; * significante a p < 0.05.
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10.3.3. Area foliar

Al observar los resultados, se advierte que el factor fuente de Phi, no afectd
significativamente el area foliar en los muestreos realizados. En el factor concentracion
de Phi, para éarea foliar solo se observaron diferencias significativas en los dos ultimos
muestreos (32 y 39 dds), en donde en particular, 32 dds se observo que el testigo fue
significativamente mayor en area foliar con respecto de los demas tratamientos, pero
en el muestreo realizado 39 dds se encontré que el mejor tratamiento para area foliar
fue el de 1 mol. m™ de Phi en la solucién nutritiva seguido de 0.5, 0 y 0.25 mol. m™, sin
haber diferencias estadisticas significativas con éstos (Cuadro 3). Thao et al. (2009)
encontraron en lechuga que al adicionar Phi y Pi a la solucién nutritiva no hay ninguna
estimulacion en el crecimiento de las plantas, sin embargo aqui se observo que 35 dds,
la concentracién de Phi adicionada si tuvo un efecto positivo en el area foliar de la

planta.

La interaccion de los factores fuente por concentracion de Phi afecto significativamente
el area foliar a los 32 y 39 dds (Cuadro 3). A los 32 dds los mejores tratamientos fueron
los testigos sin fosfito. Para el dia 39 se observé que los testigos formaron parte de los
mejores, ademas las interacciones fosfito de sodio con 0.5 mol. m™ de Phi y &cido
fosforoso con 1 mol. m= de Phi. La menor area foliar se registré en el tratamiento

consistente en fosfito de sodio con 1.5 mol, m™ de Phi.

En estudios realizados utilizando relaciones fosfato-fosfito, en cultivos de espinaca,
apio, komatsuna (Brassica rapa var. peruvidis cv. Ajisai) y lechuga, encontraron que a
medida que se incrementaba la concentracion de Phi, el crecimiento de las plantas
disminuy6 (Thao y Yamakawa, 2008; Thao et al., 2008a, 2008b), lo cual se ve reflejado
para algunas concentraciones utilizadas en éste experimento, sin embargo, aqui
encontramos que la concentracién de 1 mol. m de Phi utilizando como fuente &cido

fosforoso, fue estadisticamente igual al testigo.
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Cuadro 3. Area foliar de plantas de lechuga cv. Climax, en respuesta a dos fuentes y
diferentes concentraciones de fosfito en la solucién nutritiva, en cuatro muestreos

después de la siembra.

Area foliar (cm™ planta™)

Fuente Phi (mol. m™) dds?
15 26 32 39
Efectos principales
Na,HPO3 5H,0 10.82 a 49.46a 78.64a 116.49a
HsPO3 10.76 a 56.87a 81.02a 122.83a
0.00 10.83 a 66.58a 103.61a 131.38ab
0.25 12.20 a 49.10a 78.91ab 122.24 ab
Concentracion 0.50 13.21a 5258a 59.37bY 132.31ab
de Phi 1.00 8.39 a 57.49a 78.16ab 136.42a
1.50 10.61 a 41.14a 84.47ab 88.88c
2.00 9.50 a 52.12a 74.48ab 106.73 bc
Efectos simples
Na,HPO3; 5H,0 0.00 10.83 a 66.58a 103.61a 131.38a
0.25 14,58 a 51.71a 83.46ab 122.95ab
0.50 10.48 a 31.30a 46.36b 135.25a
1.00 7.50 a 55.13a 77.01ab 129.96 ab
1.50 10.23 a 43.06a 83.66ab 82.08b
2.00 11.30 a 49.01a 77.78ab 97.34ab
H3PO3 0.00 10.83 a 66.58a 103.61a 131.38a
0.25 9.83 a 46.49a 74.36ab 121.53ab
0.50 1595 a 73.86a 72.38ab 129.37 ab
1.00 9.28 a 59.85a 79.31ab 142.88a
1.50 11.00 a 39.23a 85.28ab 95.68 ab
2.00 7.70 a 55.24a 71.18ab 116.14 ab
Fuente ns ns ns ns
Phi (mol. m™®) ns ns * b
Fuente * Phi (mol. m™) ns ns * *

YLetras distintas en cada columna por factor de estudio e interaccién indican diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos; “dds, dias después de la siembra; Phi, fosfito; ns, no significativo; * significante a p < 0.05; **
significante a p <0.01.

10.3.4. Lecturas Spad

La fuente de Phi no influyé estadisticamente en las lecturas Spad, por otro lado se
observd que la concentracion de Phi en la solucion nutritiva no modificd las lecturas

Spad en los muestreos realizados 14, 29, 35 y 40 dds. En el muestreo realizado 19
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dds, el tratamiento con 1.50 mol. m™ de Phi tuvo el mayor valor de lecturas Spad, sin
diferir estadisticamente con los demés tratamientos, excepto con el de 1 mol. m* de
Phi. Ademas se observd que las interacciones de fuentes de Phi por concentraciones
de Phi no tuvieron ningun efecto estadistico sobre las lecturas Spad (Cuadro 4).

Cuadro 4. Lecturas Spad en hojas de lechuga cv. Climax, con dos fuentes y diferentes

concentraciones de fosfito en la solucion nutritiva, en cinco muestreos después de la

siembra.
Lecturas Spad
Fuente Phi (mol. m™) dds?
14 19 29 35 40
Efectos principales
Na;HPO3; 5H,0 31.01a” 31.90a 33.40a 33.24a 32.19a
H3PO3 3056a 31.46a 33.08a 32.88a 32.14a
0.00 30.83a 32.18ab 33.19a 33.8la 32.19a
0.25 30.80a 31.05ab 32.45a 32.70a 32.40a
Concentracion 0.50 31.77a 32.19ab 335l1a 33.35a 32.79a
de Phi 1.00 29.50a 30.56b 32.78a 32.98a 32.03a
1.50 32.07a 32.75a 33.87a 33.07a 31.83a
2.00 29.73a 31.36ab 33.51a 32.45a 31.75a
Efectos simples
Na,HPO3; 5H,0 0.00 30.83a 32.19a 33.39a 33.8la 32.19a
0.25 30.22a 30.83a 32.30a 32.06a 32.43a
0.50 31.63a 32.08a 33.63a 33.95a 32.67a
1.00 29.93a 30.98a 33.42a 32.84a 32.06a
1.50 3289a 33.70a 32.24a 33.98a 31.68a
2.00 3056a 31.63a 3343a 32.83a 32.12a
H3POs3 0.00 30.83a 32.19a 33.39a 33.8la 32.19a
0.25 31.39a 31.27a 3259a 33.33a 32.38a
0.50 3191a 32.30a 33.39a 32.76a 32.9l1a
1.00 29.08a 30.13a 32.13a 33.13a 32.0l1a
1.50 3l.24a 31.80a 3350a 32.16a 31.98a
2.00 2091a 31.10a 33.46a 32.08a 31.38a
Fuente ns ns ns ns ns
Phi (mol. m™®) ns * ns ns ns
Fuente * Phi (mol. m™®) ns ns ns ns ns

YLetras distintas en cada columna por factor de estudio indican diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos; “dds, dias después de la siembra; Phi, fosfito; ns, no significativo; * significante a p < 0.05.

Bachiega et al. (2011) realizaron experimentos en portainjertos de citricos, utilizando

los siguientes tratamientos: testigo (Sin P), 0.5 mM de Pi, 0.25 mM Pi + 0.25 mM Phiy
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0.5 mM Phi, ellos realizaron toma de lecturas Spad y encontraron que los tratamientos
testigo (sin P) y el tratamiento con Phi, tuvieron lecturas alrededor de un 15% mas
bajas que el resto de los tratamientos, mientras que estadisticamente fueron superiores
los tratamientos con 0.5 mM de Pi, 0.25 mM Pi + 0.25mM Phi. Debido a que en este
experimento todos los tratamientos tuvieron suficiencia de P en forma de Pi, no se
vieron afectadas estadisticamente las lecturas Spad, coincidiendo con lo mencionado

en lo realizado por Bachiega y colaboradores.

10.3.5. Tasa de crecimiento absoluto (TCA)

Se encontré que las dos fuentes de Phi utilizadas tuvieron un comportamiento similar
en los primeros intervalos de crecimiento de lechuga; sin embargo, la fuente que tiene
un efecto positivo sobre la tasa de crecimiento absoluto fue el acido fosforoso en el
intervalo de 32 a 39 dds, de manera independiente a las concentraciones empleadas
(Cuadro 5). Estos resultados contrastan con los obtenidos por Bertsch et al. (2008)
quienes encontraron que el acido fosforoso no se debe utilizar en la solucion nutritiva

como fuente de Phi ya que causa dafios a los cultivos de platano, tomate y lechuga.
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Cuadro 5. Tasa de crecimiento absoluto de plantas de lechuga cv. Climax, con
aplicaciones de dos fuentes y diferentes concentraciones de fosfito en la solucion

nutritiva.

Tasa de crecimiento absoluto (TCA)

Fuente Phi (mol. m™) dds?®
1-15 15-26 26-32 32-39

Efectos principales

Na,HPO3; 5H,0 0.004a” 0.017a 0.089a 0.112b

H3PO3 0.004a 0.021a 0.091a 0.134a
0.00 0.004a 0.021a 0.130a 0.142a
0.25 0.005a 0.017a 0.085ab 0.126 ab

Concentracion 0.50 0.004a 0.018a 0.067b 0.134a

de Phi 1.00 0.003a 0.023a 0.080b 0.137a
1.50 0.004a 0.015a 0.101ab 0.089b
2.00 0.003a 0.018a 0.078b 0.110 ab

Efectos simples

Na,HPO3; 5H,0 0.00 0.004a 0.021a 0.013a 0.142a
0.25 0.005a 0.019a 0.090 ab 0.108 ab
0.50 0.004a 0.008a 0.048b 0.137a
1.00 0.003a 0.022a 0.086 ab 0.134 ab
1.50 0.004a 0.015a 0.102ab 0.063b
2.00 0.005a 0.015a 0.080ab 0.089 ab

H3PO3 0.00 0.004a 0.021a 0.013a 0.142a
0.25 0.004a 0.014a 0.081ab 0.144 a
0.50 0.005a 0.028a 0.087 ab 0.132 ab
1.00 0.003a 0.025a 0.074ab 0.141a
1.50 0.004a 0.015a 0.100ab 0.115ab
2.00 0.002a 0.021a 0.076ab 0.131a

Fuente ns ns ns *

Phi (mol. m™®) ns ns > >

Fuente * Phi (mol. m™) ns ns * *

YLetras distintas en cada columna por factor de estudio indican diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos; “dds, dias después de la siembra; Phi, fosfito; ns, no significativo; * significante a p < 0.05; **

significante a p <0.01.

Por otro lado, en el factor de estudio concentracion de Phi, se observaron diferencias
estadisticas significativas para la TCA en los intervalos 26 a 32 y 32 a 39 dias después

de la siembra, observandose la mayor TCA en el testigo sin Phi.
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En el Cuadro 5 se observan los efectos que tuvo la interaccion de los factores de
estudio, en donde para la variable TCA se observaron diferencias significativas en los
intervalos 26 a 32 y 32 a 39 dds; sin embargo, el comportamiento de las interacciones
de acido fosforoso independientemente de la concentracion de fosfito, muestra mejores

efectos sobre la TCA.

Berkowitz et al. (2013) encontraron efectos negativos en el crecimiento de Arabidopsis
al incrementar la concentracion de fosfito en la solucién nutritiva, pero algunos de sus
tratamientos los realizaron bajo deficiencia de fésforo. Asimismo, Thao et al. (2008a)
mencionan que el fosfito tiene efectos negativos en el crecimiento de raiz de espinaca y
gue no proporciona ningun beneficio su uso. Por el contrario, Estrada-Ortiz et al. (2012)
encontraron que bajo suficiencia de fosforo en forma de fosfato no hubo efecto negativo
de aplicaciones de fosfito en el cultivo de fresa en la acumulacién de materia seca. Lo
gue coincide con los resultados obtenidos en este experimento en casi todos los

tratamientos y periodos de muestreo.

10.3.6. Tasa de crecimiento relativo (TCR)

Es importante reiterar que en este ensayo siempre se tuvieron condiciones de
suficiencia el P en forma de Pi, por lo que la fuente y la concentracion de Phi, fueron los

factores que determinaron los resultados.

Observando los resultados obtenidos en el factor fuente de Phi, no se advierten
diferencias estadisticas significativas en la TCR. Por otro lado, en el factor
concentracion de Phi, se observaron diferencias significativas en el intervalo de 32 a 39
dds en la TCR, obteniéndose como mejor concentracién la de 0.50 mol. m™ de Phi en
la solucién nutritiva al obtener la mayor TCR. Mientras que para la interaccion fuente
por concentracion de Phi, se obtuvieron resultados significativos para ambas variables
en los intervalos 26 a 32 y 32 a 39 dds (Cuadro 6) observandose un mejor
comportamiento de las interacciones de acido fosforoso independientemente de la

concentracion de fosfito al igual que sucedi6 para la TCA (Cuadro 6).
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Bertsch et al. (2009) realizaron experimentos en lechuga, tomate y banano, evaluaron
la capacidad de Pi y Phi y su combinacion para suplir las necesidades de P via raiz,
ellos también realizaron andlisis de TCR para expresar el crecimiento de cada tejido en
referencia al peso inicial y encontraron que Phi no suplié la necesidad de P en las
plantas y ademas su presencia afectd negativamente tanto a raiz como a vastago,
mientras que tratamientos de combinacion Pi + Phi igualaron e incluso superaron un
poco al tratamiento de Pi en la TCR. Sabemos que Phi no es una fuente de P
asimilable para la planta por ello eran evidentes los resultados obtenidos al emplear
como Uunica fuente de P al Phi; por otro lado nuestros resultados coinciden con lo
obtenido por Bertsch et al. (2009) cuando utilizaron la combinacién Pi + Phi ya que

igualan al testigo sin Phi.
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Cuadro 6. Tasa de crecimiento relativo de plantas de lechuga cv. Climax, con

aplicaciones de dos fuentes y diferentes concentraciones de fosfito en la solucion

nutritiva.
Tasa de crecimiento relativo (TCR)
Fuente Phi (mol. m™) dds?
1-15 15-26 26-32 32-39
Efectos principales

Na;HPO3; 5H,0 0.271a’ 0.106a 0.181a 0.062a

H3PO3 0.262a 0.138a 0.155a 0.086a
0.00 0.269a 0.139a 0.209a 0.0348bc
0.25 0.276a 0.096a 0.194a 0.0785 abc

Concentracion 0.50 0.274 a 0.100a 0.137a 0.1373a

de Phi 1.00 0.252a 0.163a 0.106a 0.1090 ab
1.50 0.275a 0.093a 0.229a 0.0003c
2.00 0.253a 0.141a 0.133a 0.0839 abc

Efectos simples

Na,HPO3; 5H,0 0.00 0.269a 0.139a 0.209a 0.035ab
0.25 0.294 a 0.081a 0.184ab 0.051ab
0.50 0.266a 0.057a 0.174b 0.191a
1.00 0.247 a 0.0l16a 0.123ab 0.098 ab
1.50 0.274a 0.099a 0.216ab -0.040b
2.00 0.277 a 0.096a 0.179ab 0.039 ab

HsPO3 0.00 0.269a 0.139a 0.209a 0.035a
0.25 0.257a 0.111a 0.204ab 0.106 ab
0.50 0.282a 0.144a 0.099ab 0.084 ab
1.00 0.258a 0.162a 0.089ab 0.121ab
1.50 0.277 a 0.086a 0.243ab 0.041ab
2.00 0.230a 0.186a 0.087ab 0.129a

Fuente ns ns ns ns

Phi (mol. m™®) ns ns ns >

Fuente * Phi (mol. m™) ns ns * *

YLetras distintas en cada columna por factor de estudio indican diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos; “dds, dias después de la siembra; Phi, fosfito; ns, no significativo; * significante a p < 0.05; **
significante a p <0.01.

10.3.7. Concentracién nutrimental

Se observé que en raiz, la fuente de Phi (fosfito de sodio) ocasiondé una mayor

concentracion de macronutrimentos como P, Ca, Mg y S; sin embargo, para N se
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presentd un caso opuesto debido a que se concentr6 mayormente con la fuente de
acido fosforoso, ademas se observo que para K no hubo diferencias significativas en

concentracion, entre las fuentes de Phi (Cuadro 7).

No se observaron efectos significativos de la concentracién de Phi en la concentracién
de K en raiz de lechuga. La mayor concentracion de N se observo en el testigo sin Phi,
mientras que las mayores concentraciones de P, Ca y Mg se tuvieron con la aplicacion
de 2 mol, m™@ de Phi. En S sucede un caso particular, debido a que el tratamiento sin
Phi es inferior estadisticamente al resto de los tratamientos, pero la mayor

concentracion de S se presenté con la aplicacion de 0.25 mol. m™ (Cuadro 7).

Cuando observamos las interacciones entre fuente y concentracion de Phi para el caso
de raiz pudimos notar que no hubo diferencias estadisticas entre tratamientos para el
caso de K, Ca, Mg y S. En N se observaron diferencias estadisticas, obteniéndose la
mayor concentracién de N al aplicar 0.50 mol. m™ de acido fosforoso. En P se observé
una respuesta diferente, dado que la mayor concentracion se obtuvo al aplicar 2 mol,

m™ de fosfito de sodio en la solucién nutritiva (Cuadro 7).

En véastago, contrario a los resultados en raiz, no se obtuvieron diferencias estadisticas
significativas entre fuentes de Phi en las concentraciones de macronutrimentos como
Ca, Mg y S; pero si hubieron diferencias estadisticas para N y P observandose una
mayor concentracion al aplicar fosfito de sodio, mientras que para K se registraron las

mayores concentraciones al aplicar &cido fosforoso en la solucién nutritiva (Cuadro 7).

No se observaron efectos estadisticos significativos de las concentraciones de Phi en
las concentraciones de Ca, Mg y S en vastago. Por el contrario, las concentraciones
mas altas de N y K en vastago, se observaron en el testigo sin Phi, e incluso fue
perceptible para el caso de N un decremento a medida que se incrementd la
concentracion de Phi. Caso contrario fue el observado en P, dado que a medida que se
aumento la concentracion de Phi en la solucién, se incrementé la concentracion de P,

siendo la mayor con aplicaciones de 2 mol. m™ (Cuadro 7).
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Si observamos los datos obtenidos de la interaccion de factores en vastago,
encontramos que para el caso de N la mayor concentracion se obtuvo en el testigo sin
Phi y al incrementar la concentracion de Phi, sin importar la fuente, se dio un
decremento en concentracion de N. Para P se observé que las aplicaciones que
incrementaron mayormente su concentracién fueron 1, 1.5 y 2 mol. de Phi m™ a partir
de fosfito de sodio y 2 mol. m™® a partir de de acido fosforoso, sin haber diferencias
estadisticas entre ellas. Mientras que para K se observd que aplicaciones de 0.25 mol,
de Phi m® a partir de de &cido fosforoso, proporcionaron la mayor concentracién de K

en vastago (Cuadro 7).

Las concentraciones de micronutrimentos y sodio tanto para raiz como vastago no

fueron influenciadas por las fuentes de Phi evaluadas.

En raiz, no existi6 efecto estadistico del factor concentracion de Phi en las
concentraciones de Zny B. Por el contrario, las concentraciones de Fe, Cu, Mny Na en
raices mostré una relacidon positiva con la concentracion de Phi en la solucién nutritiva,
registrandose los mayores valores de concentracién con la aplicacién de 2 mol, m™
(Cuadro 8). Las concentraciones de Phi no tuvieron efecto en las concentraciones de
Fe, Cu, Zn, Mn y B en vastago. En el caso de la concentracion de Na se observo un
aumento en ésta a medida que se incrementd la concentracién de Phi en la solucion

nutritiva.

El efecto de las interacciones de fuente y concentracién de Phi en la concentracion de
micronutrimentos y Na tanto en raiz como en vastago no fue estadisticamente

significativo (Cuadro 8).

Thao et al. (2009) encontraron que la adicién de Phi en la solucién nutritiva incrementé
la de N en vastago de lechuga bajo condiciones suficiencia de P (0.3 mM de Pi). En
este experimento se manejaron condiciones de suficiencia de P en forma de Pi, sin
embargo lo observado en la concentracién de N, fue opuesto, dado que al incrementar

la concentracion de Phi en la solucion se disminuyo la de N.
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Constan-Aguilar et al. (2014) encontraron que al adicionar Phi en diferentes
concentraciones, en la solucion nutritiva no modificoO la concentracion de P total en
parte aérea de plantas de pepino, sin importar si tenia condiciones de suficiencia o
insuficiencia de P en forma de Pi. Por otro lado, en este experimento se observé un
efecto opuesto ya que a medida que se aumenta la concentracion de Phi en la
solucion, bajo condiciones de suficiencia de Pi, se incrementd la concentracion de P en
vastago de lechuga. Estrada-Ortiz et al. (2013) reportan incrementos en la
concentracion de P en hojas de fresa en etapa de fructificacién al adicionar 40% de

fésforo en forma de Phi manteniendo siempre un nivel de suficiencia de Pi.
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Cuadro 7. Concentracion de macronutrimentos en vastago y raiz de lechuga cv. Climax en respuesta a tratamientos con

dos fuentes de fosfito a diferentes concentraciones en la solucion nutritiva.

Phi (g kg™ PSY)
Fuente (mol¢ m’e’) Raiz Véastago
N P K Ca Mg S N P K Ca Mg S
Efectos principales
NapHPOsz 5H>0 32.28 b’ 386a 2184a 556a 355a 332a 3149a 2.89%a 13.69b 545a 258a 2.06a
H3PO3 32.70 a 3.17b 20.79a 5.25b 3.33b 3.01b 30.56 b 2.68b 15.01a 556a 2.71a 2.03a
0.00 32.82a 180e 16.83a 4.69c 2.35d 2.75b 35.70 a 211d 16.52a 4.94a 268a 249a
0.25 32.40b 231de 18.83a 514bc 321c 351a 32.27b 247d 14.09ab 580a 290a 1.96a
Concentracion 0.50 32.32b 252d 19.03a 511bc 324c 3.22ab 30.52 ¢ 2.58 cd 14.64ab 555a 2.69a 1.88a
de Phi 1.00 32.47b 3.83c 2399a 571ab 3.65bc 3.27ab 30.42c 2.99 bc 12.71b 5.60a 256a 191la
1.50 3255b 479b 2473a 578ab 3.98ab 3.03ab 28.85d 3.07 ab 13.82ab 5.38a 2.47a 188a
2.00 32.40b 585a 245a 599a 420a 3.19ab 28.42e 3.50a 14.33ab 577a 256a 2.16a
Efectos simples
NazHPOs3 - 5H,0 0.00 32.82b 1.80g 16.83a 4.69a 235a 275a 35.70 a 2.11d 16.52ab 494a 2.68a 249a
0.25 32.00e 230g 17.16a 5.16a 3.17a 384a 32.50c 2.33cd 10.67 c 532a 266a 1.80a
0.50 31.37f 2719f 2140a 530a 337a 332a 33.30b 2.78 abcd 1460 abc 5.68a 2.71a 194a
1.00 32.30 cde 433cd 234la 6.06a 4.12a 347a 30.00 e 343a 13.47abc 6.05a 2.72a 2.05a
1.50 32.97 ab 550b 25.79a 6.07a 4.10a 3.23a 28.90 f 3.16a 12.82abc 5.40a 2.38a 1.98a
2.00 32.23 cde 6.54a 26.47a 6.07a 419a 33la 28.57 f 354a 14.08abc 5.33a 2.34a 212a
HsPOs 0.00 32.82b 1.80g 16.83a 4.69a 235a 275a 35.70 a 2.11d 16.52ab 494a 2.68a 249a
0.25 32.80Db 232g 2050a 5.12a 324a 317a 32.03c 2.60 bcd 1752a 6.28a 3.15a 2.1la
0.50 33.27a 233g 16.67a 492a 31la 313a 27.73h 2.37 cd 1468abc 542a 267a 182a
1.00 32.63 bc 3.34ef 2457a 536a 3.18a 3.07a 30.83d 2.56 bcd 1196 bc 5.16a 24la 1.78a
1.50 32.13 de 408ed 2366a 550a 386a 284a 2880 f 2.97 abc 14.82abc 5.36a 256a 1.79a
2.00 32.57 bed 5.16cb 2252a 592a 42la 3.08a 28.27 h 345a 1459 abc 6.22a 2.78a 2.20a
Fuente ok ek ns * * * ok * * ns ns ns
Phi (molc m'3) Hokkok ok ns *kkk Fokkok *k *okkk Fokkok *k ns ns ns
Fuente * Phi (mol. m'3) rkkk i ns ns ns ns Fhkk * * ns ns ns

“Valores con distintas letras en cada columna por factor de estudio e interacciones son estadisticamente diferentes (Tukey). *PS: peso seco. ns, no significativo;
* kx kkk kkkk gignificante ap <0.05, p <0.01, p £0.001y p <0.0001, respectivamente.
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Cuadro 8. Concentracion de micronutrimentos y sodio en vastago y raiz de lechuga cv. Climax

tratamientos con dos fuentes de fosfito a diferentes concentraciones en la solucion nutritiva.

en respuesta a

Phi (mg kg™ PSY)
Fuente (mol¢ m’e’) Raiz Véastago
Fe Cu Zn Mn B Na Fe Cu Zn Mn B Na
Efectos principales
Na;HPO3; 5H,0 41191 a 13.78a 28.50a 8.74a 116.78 a 4815.60 a 309.52a 543a 23.04a 9.29a 120.88a 2805.40 a
H3PO3 417.01 a 13.80a 27.36a 8.78a 11453a 4660.00 a 308.07a 6.79a 24.00a 9.02a 12585a 2757.50a
0.00 316.39 ¢? 9.22¢c 24.02a 7.13c 104.26 a 2995.70 d 521.67a 7.73a 2853 a 11.98a 109.24a 226050b
0.25 45265ab 13.00b 26.00a 8.39bc 110.44a 4367.10 bcd 277.27a 7.06a 25.23a 8.97a 129.02a 2415.00b
Concentracion 0.50 362.48bc 13.61ab 26.60a 7.64c 11523a 4069.40cd 255.52a 5.24a 21.72a 8.08a 124.00a 257520b
de Phi 1.00 403.46 abc 14.71ab 24.84a 852bc 119.49a 4918.10 bc 255.00a 5.33a 21.57a 8.07a 123.44a 2804.00b
1.50 452.83ab 15.98ab 33.95a 9.65b 120.76 a 5706.2 ab 282.47a 541a 2244a 887a 120.04a 2936.50 ab
2.00 498.95 a 16.23a 32.17a 11.25a 123.78 a 6370.20 a 260.82a 590a 21.62a 896a 134.43a 3697.40a
Efectos simples
NapHPO3z 5H,0 0.00 316.39 a 9.22a 24.02a 7.13a 10426a 2995.70a 521.70a 7.73a 28.53a 11.98a 109.24a 2260.50a
0.25 470.25 a 1252a 27.3la 8.17a 111.76a 4210.20 a 258.00a 4.48a 2546a 8.8la 121.94a 2133.50a
0.50 374.04 a 13.81a 25.17a 8.09a 116.86a 4131.60 a 273.60a 5.35a 19.08a 8.57a 120.78a 2562.90 a
1.00 426.54 a 1411a 2360a 863a 12014 a 5053.80 a 281.70a 5.22a 2240a 897a 12390a 2734.00a
1.50 42352a 16.88a 42.75a 954a 12713a 5608.50a 259.80a 4.90a 21.78a 8.33a 11857a 318550a
2.00 460.71a 16.16a 28.13a 10.91a 12056a 6893.60 a 262.40a 4.94a 20.98a 9.08a 130.83a 3956.00 a
H3PO3 0.00 316.39 a 9.22a 24.02a 7.13a 10426a 2995.70 a 521.70a 7.73a 28.53a 11.98a 109.24a 2260.50 a
0.25 435.056a 1347a 24.68a 8.62a 109.12a 4523.90a 296.60a 9.64a 25.0la 9.13a 136.09a 2696.40 a
0.50 350.92a 1341la 28.03a 7.19a 11360a 4007.20 a 237.50a 5.14a 24.35a 7.59a 12723a 2587.50a
1.00 380.39a 15.3la 26.07a 84la 11883a 478250a 228.40a 5.45a 20.73a 7.17a 12298a 2874.00a
1.50 482.14a 15.09a 25.16a 9.76a 114.39a 5803.90 a 305.10a 5.92a 23.10a 94la 12152a 2687.60a
2.00 537.19a 16.3la 36.20a 11.60a 126.99a 5846.80 a 259.20a 6.87a 22.27a 8.84a 138.02a 3438.70 a
Fuente ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Phi (molc m'3) rrx Fkkk ns Fkkk ns Fhkx ns ns ns ns ns Fhkk
Fuente * Phi (mol. m'3) ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

“Valores con distintas letras en cada columna por factor de estudio e interacciones son estadisticamente diferentes (Tukey). *PS: peso seco. ns, no significativo;

*rx kkkk significante a p <0.001y p <0.0001, respectivamente.
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10.4. CONCLUSIONES

Aplicaciones de Phi en forma de acido fosforoso en la solucion nutritiva en lechuga,
incrementan la materia seca de raiz y vastago con respecto a aplicaciones con fosfito

de sodio.

Aplicaciones de acido fosforoso en la solucién nutritiva a concentraciones de 1 mol, m™

de Phi, incrementan la materia seca de raiz, asi como la tasa de crecimiento absoluto

en el periodo del dia 32 a 35 después de la siembra.

Aplicar fosfito de sodio a la solucién nutritiva en concentraciones de 0.5 mol. m™ de Phi,
incrementa la tasa de crecimiento relativo y absoluto en el periodo comprendido entre

32 a 39 después de la siembra.

Aplicaciones de fosfito en lechuga, independientemente de la fuente utilizada,
disminuye la materia seca de vastago y el nimero de hojas 14, 29 y 35 después de la

siembra.

Al aumentar la concentracién de Phi en la solucién nutritiva, se incrementa la

concentracion de fésforo en raiz y vastago, pero la concentracion de N y K disminuyen.
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CAPITULO 11. CRECIMIENTO Y FISIOLOGIA DE PLANTAS DE LECHUGA EN
FUNCION DE FUENTES DE FOSFITO VIA FOLIAR

11.1. INTRODUCCION

El fosfito (Phi) es una forma reducida del ion fosfato (Pi), el cual es una sal que se
deriva del &cido fosforoso (H3POs3), aunque también se puede obtener de otras fuentes,
una de ellas es el fosfito de sodio (Na,HPO3; 5H,0). La lista de productos comerciales
gue son fuente de fosfito es muy amplia, es vendido como fertilizante, bioestimulante y
fungicida por mas de 10 compafiias tanto en Estados Unidos como en Europa
(Leymonie, 2007). Hay varias publicaciones que indican que el Phi puede ser absorbido
por las hojas y por las raices (Carswell et al., 1996; Forster et al., 1998; Schroetter et
al., 2006).

Lovatt y Mikkelsen (2006) reportan que el Phi es quimicamente diferente a Pi, y que
estas diferencias pueden ser tomadas en consideracion para evitar la toxicidad de Phi
en las plantas, y que si se utiliza Phi en concentraciones apropiadas puede promover
una estimulacion de plantas que no ocurre con Pi, y que combinaciones de Pi y Phi

pueden ser mas efectivas para promover dicha estimulacion.

Se ha observado que hay efectos positivos de Phi en arboles de citricos, en donde se
asperjaron con Phi en el invierno y ésto increment6 la floracion, los solidos solubles
totales del jugo y el rendimiento (Albrigo, 1999). Moor et al. (2009) encontraron que al
adicionar Phi se increment6 el acido ascérbico y el contenido de antocianinas en frutos
de fresa. Lovatt y Mikkelsen (2006) reportaron que Phi puede estimular la ruta del acido

shikimico.

Thao et al. (2008b) sefialan que el efecto de Phi en komatsuna (Brassica rapa var.
peruvidis cv. Ajisai) es fuertemente dependiente del estatus nutrimental de P en forma
de Pi, y que la insuficiencia de Pi en la planta la puede dejar vulnerable a efectos
negativos de Phi. En fresa, en condiciones de suficiencia de P, no se encontraron
efectos de la adicion de Phi a la solucién nutritiva en el peso de materia seca, pero

mostré efectos positivos en calidad de fruta y el suministro de 20% de P en forma de
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Phi en la solucion nutritiva puede mejorar la cantidad de sélidos solubles totales, °Brix y

firmeza de frutos (Estrada-Ortiz et al., 2012).

En el contexto anterior en esta investigacion se plante6 investigar el efecto que tiene
adicionar Phi asperjado via foliar, utilizando dos fuentes y seis concentraciones en

variables fisiologicas, nutrimentales y de crecimiento, en el cultivo de lechuga.

11.2. MATERIALES Y METODOS
11.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

La investigacion se realizd durante los meses de febrero a abril de 2012, en un
invernadero tipo cenital, localizado a 19° 29° latitud norte, 98° 53" longitud oeste y a
una altitud de 2,250 m. EIl material vegetal utilizado fue lechuga (Lactuca sativa L.) cv.
Climax, cultivada en sustrato perlita. La temperatura maxima, minima y promedio
durante el desarrollo del experimento dentro del invernadero fueron 37, 3.2 y 18.2 °C,

respectivamente. La intensidad luminosa tuvo un promedio de 279 pmol m? s™.

11.2.2. Tratamientos y disefio experimental

Las soluciones se formularon tomando como referencia la solucion nutritiva Steiner
(1984) al 50% preparada con reactivos tipo analitico, utilizando 0.531 g L™ de
Ca(NOs), 4H,0; 0.152 g L™ de KNO3; 0.068 g L™ de KH,PO,; 0.247 g L™ de MgSO,
7H,O y 0.131 g L* de K,SO, La solucibn nutritva se complementé con
micronutrimentos en las concentraciones siguientes: 1.6 mg L™ de Mn; 0.11 mg L™ de
Cu; 0.86 mg L™ de B; 0.023 mg L™ de Zn y 0.048 mg L™ de Mo. El hierro se abastecié
como Fe-EDTA a una concentracién de 5 mg L™ a partir de una solucién concentrada
preparada segun lo describen Steiner y van Winden (1970). El pH de la solucién

nutritiva se mantuvo en 5.8, el cual se ajust6 adicionando H,SO4 al 97% y NaOH 1 N.

El arreglo de tratamientos fue un factorial 2 x 7, en donde el primer factor fue la fuente
de Phi (Na;HPO3; 5H,0 y H3PO3, Sigma-Aldrich), el segundo factor fue la concentracion
de Phi aplicado via foliar (0.00, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.50 y 2.00%), dando un total de

14 tratamientos, los cuales fueron distribuidos en un disefio experimental
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completamente al azar, en donde cada planta se consider6 como unidad experimental,

teniendo 40 repeticiones por tratamiento.

Se realizaron dos aplicaciones foliares de tratamientos a un pH de 5. La primera
aplicacion se realiz6 25 dias después de la siembra (19 de marzo de 2012) y la

segunda 32 dias después de la siembra (26 de marzo de 2012).

11.2.3. Manejo del experimento

El 23 de febrero de 2012, se pusieron a germinar semillas de lechuga (Lactuca sativa
L.) cv. Climax, en perlita previamente humedecida y utilizando como contenedores
vasos de plastico. En cada vaso se puso a germinar una semilla, para mantener la
humedad durante el periodo de germinacion, se realizaron riegos con agua. Diez dias
después concluyé la germinacién, posteriormente, entre el dia dos al trece después de
la germinacion se comenzaron a realizar riegos con solucién nutritiva Steiner al 10%. El

agua empleada para elaborar la solucién nutritiva fue destilada.

Catorce dias después de la siembra (9 de marzo de 2012), se comenz06 a aplicar la
solucion Steiner al 50%. Aplicando diariamente 30 mL de solucién nutritiva por vaso en

un inicio y posteriormente 50 mL.

11.2.4. Variables evaluadas

Se evalu6 materia seca, numero de hojas, area foliar, lecturas Spad, tasa de
crecimiento absoluto, tasa de crecimiento relativo y concentracion nutrimental, de la

misma manera como se describe en el Capitulo 10.

11.2.5. Andlisis estadistico

Se realizaron pruebas preliminares de datos, entre ellas la de Shapiro-Wilk y
Kolmororov-Smirnov para corroborar que los datos tuvieran una distribucion normal y
las pruebas de Levene, O’Brien y Bartlet para verificar la homogeneidad de varianzas.
Posteriormente se realizd6 un analisis de varianza (PROC ANOVA) de los datos
obtenidos y las medias fueron comparadas usando la prueba de Tukey (a < 0.05 %),
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para lo cual se utilizé el programa estadistico System Analytic Statistical, version 9.3
(SAS Institute Inc., 2011).

11.3. RESULTADOS Y DISCUSION
11.3.1. Peso seco

No existieron efectos significativos de los factores de estudio y sus interacciones en la

acumulacion de biomasas secas de raiz y vastago de lechuga (Cuadro 1).

Comparando estos resultados con otros de los aqui reportados, en particular lechuga
pero aplicando Phi via raiz, donde a pesar de no existir diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos, se observa un efecto negativo del Phi en la
acumulacion de materia seca 39 dds (Cuadro 1 del Capitulo 10). Estos resultados

reforzan la hipétesis de que aplicaciones foliares de Phi, no causan estrés en la planta.

Thao et al. (2008b, 2008a, 2009) realizaron experimentos en Brassica rapa, Spinacia
oleracea y Lactuca Sativa y observaron que el efecto de aplicaciones de Phi via foliar
depende del estatus de Pi en la planta y que las plantas con déficit de Pi en el suelo
son mas vulnerables a los diferentes tipos de estrés y pueden presentar efectos
negativos en su crecimiento después de aplicaciones foliares de Phi. En este
experimento se mantuvo la suficiencia de Pi, y los resultados obtenidos coinciden con

lo mencionado por Thao y colaboradores.

Moor et al. (2009) indican que la fertilizacidn con Phi no afecta el crecimiento de las
plantas, ni representa ventajas en términos de incremento del rendimiento en

comparacién con la fertilizacion tradicional con Pi.
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Cuadro 1. Acumulacion de materia seca en raiz y vastago de lechuga cv. Climax, en

respuesta a dos fuentes y diferentes concentraciones de fosfito via foliar, en cuatro

muestreos.

Phi Raiz (g PSY) Vastago (g PS)
Fuente (%) dds® dds
15 26 32 39 15 26 32 39
Efectos principales

NaHPOs; 5H,0 0.02 &* 0.07a 0.152a 0.220a 0.034a 0.206a 0.423a 0.531la

HsPOs3 0.01a 0.06a 0.168a 0.212a 0.027a 0.210a 0.488a 0.537a
0.00 0.012a 0.080a 0.186a 0217a 0.027a 0.234a 0.568a 0.560a
0.25 0.015a 0.072a 0.179a 0.222a 0.032a 0.214a 0479a 0.525a
050 0.018a 0.064a 0.162a 0.244a 0.033a 0.208a 0.398a 0.603a

Concentracion de Phi 0.75  0.012a 0.062a 0.161a 0.229a 0.022a 0.169a 0.446a 0612 a
1.00 0.019a 0.065a 0.146a 0.220a 0.041a 0.188a 0.400a 0.535a
150 0.016a 0.071a 0.162a 0.204a 0.031a 0.241a 0.535a 0.468a
200 0.014a 0.062a 0.126a 0.177a 0.028a 0.201a 0.363a 0.436a

Efectos simples

NazHPO3; 5H,0 0.00 0.012a 0.080a 0.186a 0217a 0.027a 0.234a 0.568a 0.560a
0.25 0.013a 0.082a 0.162a 0.257a 0.022a 0.220a 0.448a 0.620a
0.50 0.018a 0.071a 0.160a 0.257a 0.036a 0.218a 0.370a 0.575a
0.75 0.013a 0.056a 0.159a 0.230a 0.022a 0.124a 0.459a 0.583a
1.00 0.021a 0.078a 0.108a 0.207a 0.043a 0.213a 0.320a 0.462a
150 0.020a 0.068a 0.163a 0.209a 0.041a 0.200a 0.534a 049a
200 0.018a 0.077a 0.125a 0.159a 0.035a 0.266a 0.329a 0.377a

H3POs3 0.00 0.012a 0.080a 0.186a 0217a 0.027a 0.234a 0.568a 0.560a
0.25 0.017a 0.062a 0.196a 0.186a 0.041a 0.208a 0.510a 0.430a
050 0.018a 0.057a 0.164a 0.231a 0.030a 0.199a 0.425a 0.631a
0.75 0.011a 0.069a 0.163a 0.227a 0.022a 0.213a 0.432a 0.642a
1.00 0.017a 0.052a 0.184a 0.234a 0.038a 0.164a 0.480a 0.607a
1.50 0.012a 0.075a 0.160a 0.199a 0.020a 0.283a 0.536a 0.441a
200 0.009a 0.050a 0.125a 0.194a 0.022a 0.135a 0.398a 0494 a

Fuente
Phi (mol. m™®)

Fuente * Phi (mol¢ m'3)

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

*Letras iguales en cada columna por factor de estudio e interraciones indican que no hay diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos; YPS, peso seco; “dds, dias después de la siembra; Phi, fosfito; ns, no significativo.

11.3.2. Numero de hojas

Los muestreos de nimero de hojas se realizaron a lo largo del ciclo del cultivo con la

finalidad de observar posibles diferencias atribuibles a tratamientos consistentes en el

suministro foliar de Phi; sin embargo, al analizar los datos se pudo observar que no
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existieron diferencias en niumero de hojas al aplicar una u otra fuente de Phi. De la
misma manera al analizar los datos por el factor concentracion, es evidente que no
existieron tampoco diferencias significativas. Finalmente la interaccion de los factores
concentracion por fuente de Phi aplicados via foliar, tampoco afectaron el nimero de
hojas a través del tiempo (Cuadro 2). Al comparar los resultados obtenidos en este
experimento con el realizado con Phi en la solucién nutritiva en lechuga podemos
observar que en ambos casos, de manera general no se vieron efectos en nimero de

hojas atribuidos a los tratamientos (Cuadro 2 del Capitulo 10).

Estos resultados muestran concordancia con lo obtenido por Schroetter et al. (2006);
por un lado, el peso de materia seca de plantas de maiz con deficiencias de P se vio
fuertemente disminuido habiendo diferencias estadisticas significativas al aplicar fosfito,
en comparacion con el testigo y con las plantas tratadas con fosfato; no obstante, se
registr6 que en plantas de maiz con suficiencia de P no existieron diferencias
significativas al aplicar fosfito, respecto al testigo y a las tratadas con fosfato. Moor et
al. (2009) encontraron que el fosfito no suprime ni promueve el crecimiento de plantas

de fresa.
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Cuadro 2. Numero de hojas de plantas de lechuga cv. Climax, en respuesta a dos

fuentes y diferentes concentraciones de fosfito via foliar, en cinco fechas después de la

siembra.
Numero de hojas (planta™)
Fuente Phi (%) dds”
14 19 29 35 40
Efectos principales
Na,HPO; 5H,0 3.08 &’ 3.92a 5.00 a 5.40 a 5.86 a
H3PO; 3.10a 3.8la 494 a 5.49 a 6.04 a
0.00 321a 3.88a 5.13a 571a 6.08 a
0.25 3.13a 4.00 a 5.00 a 542 a 6.00 a
0.50 292 a 3.79a 4.96 a 542 a 6.17 a
Concentracion de Phi 0.75 3.00 a 3.92a 479 a 5.46 a 6.04 a
1.00 3.13a 3.88a 5.00 a 5.46 a 5.88a
1.50 3.08 a 3.71a 483 a 525a 5.58 a
2.00 3.17a 3.88a 5.08 a 542 a 5.88a
Efectos simples
Na,HPO3; 5H,0 0.00 3.2l a 3.88 a 5.13a 571 a 6.08 a
0.25 3.08 a 3.92a 5.08 a 5.58 a 5.83 a
0.50 2.83a 3.83a 483 a 542 a 6.33 a
0.75 3.00 a 4.00 a 5.00 a 5.50 a 6.00 a
1.00 3.08 a 3.92a 492 a 5.33 a 5.92 a
1.50 292a 3.67a 492 a 525a 550 a
2.00 3.33a 4.08 a 5.00 a 5.25a 5.58 a
H3PO; 0.00 32l1a 3.88 a 5.13 a 5.71a 6.08 a
0.25 3.17a 4.08 a 492 a 5.25a 6.71a
0.50 3.00a 3.75a 5.08 a 5.42 a 6.00 a
0.75 3.00a 3.83a 4,58 a 5.42 a 6.08 a
1.00 3.17a 3.83a 5.08 a 5.58 a 5.83 a
1.50 3.25a 3.75a 4.75a 5.25a 5.67 a
2.00 3.00 a 3.67a 517 a 5.58 a 6.17 a
Fuente ns ns ns ns ns
Phi (mol, m™) ns ns ns ns ns
Fuente * Phi (mol, m'3) ns ns ns ns ns

YLetras iguales en cada columna por factor de estudio e interracciones indican que no hay diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos; “dds, dias después de la siembra; Phi, fosfito; ns, no significativo.
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11.3.3. Area foliar

En el Cuadro 3 se observa que no se presentaron diferencias estadisticas significativas
en el area foliar al asperjar el Phi proveniente de fosfito de sodio o de acido fosforoso.
Por otro lado también observamos que a lo largo del tiempo, no se observaron
diferencias estadisticas significativas entre las diferentes concentraciones de Phi
asperjadas; sin embargo, para el dia 39 dds, de manera numérica ya se observo una
tendencia a disminucion del area foliar en las concentraciones mas altas de Phi

asperjadas, aunque éstas no sean significativas.

Por otro lado, al analizar los efectos de las interacciones de los factores de estudio, se
observa que a lo largo de los muestreos no hubo efectos estadisticos de los
tratamientos en el area foliar de lechuga (Cuadro 3). Al comparar los resultados con los
obtenidos en el experimento donde se aplicd Phi en la solucién nutritiva en lechuga, se
observan resultados diferentes, ya que en aquel experimento en los dos ultimos
muestreos se observaron diferencias estadisticas entre tratamientos, atribuibles a Phi
(Cuadro 3 del Capitulo 10). En el experimento con suministro de Phi via foliar, las
aplicaciones realizadas fueron dos, lo cual permite suponer que no fue suficiente tanto
en frecuencia como en concentracion para causar algun efecto en la planta, ya fuera

positivo o negativo (Cuadro 3).

Bertsch et al. (2009) en un experimento con plantas de banano, lechuga y tomate,
encontraron que cuando dichas plantas crecieron en soluciones nutritivas con fosfato y
fosfato-fosfito, la acumulacién de peso seco resulté significativamente mayor que el de
las plantas que crecieron en soluciones nutritivas que contenian Unicamente fosfito, ya
gue éstos mostraron un comportamiento similar al tratamiento sin P. Por otro lado,
Ratjen y Gerendas (2009) observaron una disminucion drastica del crecimiento y de
materia seca de plantas de calabacita al aplicar al suelo fosfito como fuente de P. De
forma similar, Thao et al. (2008a) obtuvieron que en plantas de espinaca, aplicaciones
de diferentes relaciones fosfato-fosfito, causaron una disminucion significativa en el
peso seco de la planta con respecto al testigo con fosfato, dicho decremento fue mayor

a medida que se aumentaba la proporciéon de fosfito. Los resultados de los
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experimentos anteriormente mencionados coinciden en que puede haber efectos

benéficos de Phi si se aplica bajo condiciones de suficiencia de P en forma de Pi, es

por ellos que en este experimento las aplicaciones foliares de Phi no tuvieron efectos

adversos en el area foliar. Constan-Aguilar et al. (2014) reportan un incremento en area

foliar, manteniendo suficiencia de Pi (0.5 mM), realizar aplicaciones de 0.5y 1 mM de

Phi via foliar.

Cuadro 3. Area foliar de plantas de lechuga cv. Climax, en respuesta a dos fuentes y

diferentes concentraciones de fosfito via foliar, en cuatro muestreos después de la

siembra.
Area foliar (cm™ planta ™)
Fuente Phi (%) dds’
15 26 32 39
Efectos principales
Na,HPO; 5H,0 11612’ 51.90 a 85.64 a 101.19a
H3PO3 9.23 a 50.86 a 97.44 a 102.83 a
0 9.45a 58.59 a 103.81 a 100.92 a
0.25 10.23 a 49.13 a 95.15 a 100.19 a
0.5 1104 a 50.04 a 94.90 a 107.05 a
Concentracion de Phi 0.75 9.19a 47.26 a 89.72 a 11350 a
1 1249 a 54.49 a 81.44 a 117.87 a
15 10.84 a 42.38 a 98.87 a 88.11a
2 9.71 a 57.78 a 76.88 a 86.45 a
Efectos simples

Na,HPO3; 5H,0 0 9.45a 58.59 a 103.81 a 100.92 a
0.25 8.25a 52.23 a 89.24 a 11545 a
0.5 12.58 a 49.55 a 88.05 a 109.57 a
0.75 9.83a 35.50 a 88.16 a 98.92 a
1 13.28 a 61.63 a 67.82 a 119.50 a
1.5 1413 a 48.48 a 9521 a 90.29 a
2 12.43 a 59.75 a 72.24 a 71.87 a
HsPOs 0 9.45a 58.59 a 103.81 a 100.92 a
0.25 12.20 a 46.03 a 101.07 a 84.93 a
0.5 9.50 a 50.53 a 101.75 a 104.53 a
0.75 8.55a 59.03 a 91.29 a 128.07 a
1 11.70 a 47.35 a 95.07 a 116.24 a
15 7.55a 36.28 a 102.53 a 85.92 a
2 7.00 a 55.81 a 81.52 a 101.02 a

Fuente ns ns ns ns

Phi (mol, m™) ns ns ns ns

Fuente * Phi (mol, m™) ns ns ns ns

YLetras iguales en cada columna por factor de estudio e interacciones indican tratamientos estadisticamente iguales;
“dds, dias después de la siembra; Phi, fosfito; ns, no significativo; * significante a p < 0.05.
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11.3.4. Lecturas Spad

Los resultados obtenidos al evaluar el efecto de las dos fuentes de Phi via foliar en
lechuga sobre las lecturas Spad, mostraron que no hay efectos estadisticos (Cuadro 4).
Asi mismo no se encontraron diferencias estadisticas al utilizar diferentes
concentraciones de Phi via foliar, independientemente de la fuente de Phi utilizada. Las
interacciones fuente por concentracién tampoco afectaron los valores de lecturas Spad
(Cuadro 4). Los resultados en el experimento con aplicaciones de Phi en la solucién
nutritiva en lechuga, fueron muy similares al no encontrar diferencias significativas en la

mayoria de los datos (Cuadro 4 del Capitulo 10).

Cuadro 4. Lecturas Spad en hojas de lechuga cv. Climax, con dos fuentes y diferentes

concentraciones de fosfito via foliar, en cinco muestreos después de la siembra.

Lecturas Spad

Fuente Phi (%) dds”
14 19 29 35 40
Efectos principales
Na,HPO; 5H,0 29.05 &’ 3152a 33.92a 335a 34.25a
H3PO3 28.83 a 31.61a 33.55a 32.93a 33.36 a
0.00 29.53 a 32.45a 33.71a 33.33a 34.66 a
0.25 29.83 a 31.38a 33.20a 32,96 a 33.65a
0.50 28.65a 31.30a 34.33 a 33.61a 34.20a
Concentracion de Phi 0.75 28.44 a 31.78 a 33.66 a 33.78 a 33.53a
1.00 28.83 a 31.80a 33.38a 33.35a 3248 a
1.50 28.72 a 30.86 a 33.42a 32.62a 34.18 a
2.00 28.58 a 31.38a 34.43 a 32.82 a 33.93 a
Efectos simples

Na,HPO; 5H,0 0.00 29.53a 3245a 33.71a 33.33a 34.66 a
0.25 30.83 a 3154 a 33.08a 33.61a 3331a
0.50 28.31a 30.37 a 34.37 a 33.61a 34.44 a
0.75 28.67 a 3142 a 3394 a 33.92a 32.18 a
1.00 28.08 a 3221a 3299 a 32.98a 32.83a
1.50 28.29 a 30.61 a 33.52a 33.68 a 35.02a
2.00 28.80 a 31.58a 35.64 a 33.14a 34.04 a
H3PO3 0.00 2953 a 32.45a 33.71a 33.33a 34.66 a
0.25 28.83 a 31.30a 33.32a 32.32a 34.01a
0.50 29.00 a 32.23 a 34.30a 33.62a 33.95a
0.75 28.20a 32.15a 33.38a 33.64a 32.89a
1.00 29.59 a 31.39a 33.77 a 33.72a 32.13a
1.50 29.14 a 3l11la 33.32a 31.56 a 33.35a
2.00 28.37 a 31.17 a 33.23 a 32.49a 33.81a

Fuente ns ns ns ns ns

Phi (mol, m™) ns ns ns ns ns

Fuente * Phi (mol, m™) ns ns ns ns ns

YLetras iguales en cada columna por factor de estudio e interracciones indican que no hay diferencias estadisticas
entre tratamientos; “dds, dias después de la siembra; Phi, fosfito; ns, no significativo.
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Generalmente las lecturas Spad se asocian con el nivel de clorofila en la planta.
Estrada-Ortiz et al. (2011) encontraron un incremento en la concentracion de clorofilas
a, b y total al adicionar 30% de P en forma de Phi a la solucién nutritiva en hojas de
fresa en etapa de fructificacion.

11.3.5. Tasa de crecimiento absoluto (TCA)

Los tratamientos empleados en este experimento no la acumulacion de la materia seca,
por lo que era posible predecir que los resultados obtenidos del analisis de crecimiento
de los cultivos, tampoco serian diferentes entre tratamientos como se observa en el
Cuadro 5.

Constan-Aguilar et al. (2014) reportan un incremento en la tasa de crecimiento absoluta
(TCA) de raiz, de hojas y total, con suficiencia de Pi (0.5 mM), cuando se aumenté la

concentracion de Phi en las soluciones foliares (0,0.1, 0.25, 0.5 y 1 mM de Phi).

11.3.6. Tasa de crecimiento relativo (TCR)

La tasa de crecimiento relativo en lechuga no fue afectada por la fuente de Phi utilizada
en las aspersiones foliares; asi tampoco por efecto de concentracion de Phi y por la
interaccion de los factores de estudio (Cuadro 6). La TCR fue decreciendo en los
ultimos periodos de medicién, esto se atribuye al tamafio de contenedor, que de cierta

manera cuando la planta lo llené se vio disminuido el crecimiento relativo (Cuadro 6).

Al comparar los resultados obtenidos en la TCR con tratamientos de Phi en la solucién
nutritiva, se observa que en los dos primeros intervalos se presentaron resultados muy
similares; sin embargo, en los intervalos de 26-32 y 32-39 dds, los tratamientos en la
solucion nutritiva comenzaron a tener influencia en los resultados, debido a que
desarrollaron diferencias estadisticas significativas siendo mejores de manera general,

los tratamientos utilizados con la fuente acido fosforoso (Cuadro 6 del Capitulo 10).
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Cuadro 5. Tasa de crecimiento absoluto de plantas de lechuga cv. Climax, con

aplicaciones de dos fuentes y diferentes concentraciones de fosfito via foliar.

Tasa de crecimiento absoluto (TCA)

Fuente
Phi (%) dds”
1-15 15-26 26-32 32-39
Efectos principales

Na,HPO; 5H,0 0.004 &’ 0.025 a 0.096 a 0.107 a

H3PO3 0.003 a 0.025 a 0.109 a 0.107 a
0.00 0.003 a 0.029 a 0.126 a 0.111a
0.25 0.003 a 0.026 a 0.110a 0.106 a
0.50 0.004 a 0.025 a 0.093 a 0.121a

Concentracién de Phi 0.75 0.003 a 0.021a 0.101 a 0.120a
1.00 0.004 a 0.023 a 0.091 a 0.108 a
1.50 0.003 a 0.028 a 0.116 a 0.096 a
2.00 0.003 a 0.024 a 0.081 a 0.087 a

Efectos simples

Na,HPO; - 5H,0 0.00 0.003 a 0.029 a 0.126 a 0.111 a
0.25 0.003 a 0.028 a 0.102 a 0.125a
0.50 0.004 a 0.026 a 0.088 a 0.119a
0.75 0.003 a 0.016 a 0.103 a 0.116 a
1.00 0.005 a 0.027 a 0.071a 0.096 a
1.50 0.004 a 0.024 a 0.116 a 0.100 a
2.00 0.004 a 0.031a 0.076 a 0.076 a

H3PO3 0.00 0.003 a 0.029 a 0.126 a 0.111 a
0.25 0.004 a 0.024 a 0.118 a 0.088 a
0.50 0.004 a 0.023 a 0.098 a 0.123 a
0.75 0.002 a 0.026 a 0.099 a 0.124 a
1.00 0.004 a 0.020 a 0.111 a 0.120a
1.50 0.002 a 0.032 a 0.116 a 0.091 a
2.00 0.002 a 0.016 a 0.087 a 0.098 a

Fuente ns ns ns ns

Phi (mol, m'3) ns ns ns ns

Fuente * Phi (mol, m™) ns ns ns ns

YLetras iguales en cada columna por factor de estudio e interracciones indican que no hay diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos; “dds, dias después de la siembra; Phi, fosfito; ns, no significativo.
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Cuadro 6. Tasa de crecimiento relativo de plantas de lechuga cv. Climax, con

aplicaciones de dos fuentes y diferentes concentraciones de fosfito via foliar.

Tasa de crecimiento relativo (TCR)

Fuente Phi (%) dds”
ene-15 15-26 26-32 32-39
Efectos principales

Na,HPO; - 5H,0 0.265 a 0.160 a 0.110a 0.046 a

H3PO3 0.245a 0.177 a 0.160 a 0.018 a
0.00 0.243 a 0.200 a 0.145a 0.006 a
0.25 0.258 a 0.162 a 0.139a 0.034 a
0.50 0.266 a 0.154 a 0.121a 0.066 a

Concentracién de Phi 0.75 0.240 a 0.170a 0.173 a 0.043 a
1.00 0.274 a 0.137 a 0.128 a 0.051 a
1.50 0.260 a 0.178 a 0.134 a -0.004 a
2.00 0.244 a 0.179 a 0.107 a 0.029 a

Efectos simples

Na,HPO; 5H,0 0.00 0.243 a 0.200 a 0.145a 0.006 a
0.25 0.245a 0.188 a 0.085 a 0.093 a
0.50 0.276 a 0.153 a 0.079 a 0.079 a
0.75 0.242 a 0.152 a 0.206 a 0.032 a
1.00 0.286 a 0.139 a 0.054 a 0.071a
1.50 0.285 a 0.134 a 0.156 a 0.004 a
2.00 0.265 a 0.182 a 0.040 a 0018 a

H3PO4 0.00 0.243 a 0.200 a 0.145a 0.006 a
0.25 0.271a 0.135a 0.193 a -0.026 a
0.50 0.255a 0.155a 0.163 a 0.054 a
0.75 0.239 a 0.188 a 0.141a 0.053 a
1.00 0.263 a 0.135a 0.203 a 0.032 a
1.50 0.236 a 0.222 a 0.112 a -0.012 a
2.00 0.224 a 0.175a 0.174 a 0.040 a

Fuente ns ns ns ns

Phi (mol, m™) ns ns ns ns

Fuente * Phi (mol, m'3) ns ns ns ns

YLetras distintas en cada columna por factor de estudio e interracciones indican diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos; “dds, dias después de la siembra; Phi, fosfito; ns, no significativo; * significante a p < 0.05; **

significante a p < 0.01.

Bertsch et al. (2009) realizaron experimentos en lechuga, tomate y banano, evaluaron

tratamientos de Pi, Phi y combinacién P+Phi para suplir las necesidades de P via raiz,
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realizaron analisis de TCR para expresar el crecimiento de cada tejido en referencia al
peso inicial y encontraron que la combinacion de tratamientos Pi + Phi igualaron e
incluso superaron ligeramente al tratamiento de Pi en la TCR. Sin embargo, en este
experimento con condiciones diferentes, hay suficiencia de Pi, pero con aplicaciones
foliares de Phi y éstas no causaron diferencias estadisticas en la TCR con respecto al

testigo, y ademas no existio efecto atribuido a la fuente de Phi empleada.

11.3.7. Concentracion nutrimental

La concentracion de N en raices fue incrementada significativamente cuando el Phi fue
suministrado a partir de acido fosforoso. Por otra parte, la fuente de Phi no influencio
las concentraciones de P, K, Ca, Mg y S en raiz (Cuadro 7).

El factor concenracion de Phi en la solucion foliar solo influencié las concentraciones de
N y P en raiz; obserandose incremento en éstas cuando la concentracion de Phi

asperjada fue de 2% (Cuadro 7).

Las interacciones entre fuente y concentracion de Phi en la solucién foliar solo tuvieron
efecto estadistico significativo en la concentracién de N, siendo la mas alta con el

suministro de Phi al 2% (Cuadro 7).

En vastago se obtuvieron resultados diferentes a los observados en raiz, debido a que
mas nutrimentos presentaron diferencias estadisticas con los tratamientos. El
suministro de Phi a partir de &cido fosforoso increment6 la concentracion de N en
vastago; mientras que la de S fue aumentada con el empleo de fosfito de sodio (Cuadro
7). Es importante destacar que en lechuga, la adiciébn de Phi a la solucién nutritiva
incrementd la concentracion de N en vastago (Cuadro 7 del Capitulo 10); lo cual es
contrario a lo aqui reportado.

El factor concentracién de Phi en vastago mostrd diferencias estadisticas significativas
para N, P y S, observandose en los tres macronutrimentos su concentracion se

incrementd con el aumento en la concentracion de Phi foliar, dandose su mayor
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concentracion al asperjar 2% de Phi. Mientras que para K, Ca y Mg no se observaron

diferencias estadisticas por efecto de concentracion de Phi (Cuadro 7).

La interaccion de factores de estudio, afect6 significativamente las concentraciones de
N, P y S en vastago, observdndose que para N y P se registré la mayor concentracion
con aplicaciones foliares de acido fosforoso al 2% de Phi, y para S al aplicar 2% de Phi

utilizando como fuente fosfito de sodio (Cuadro 7).

Analizando los resultados obtenidos para micronutrimentos y Na, encontramos que la
fuente de Phi via foliar, tuvo diferencias estadisticas para Mn y Na en raiz y en vastago,
encontrando que el acido fosforoso incremento la concentracion de Mn, mientras que,
el fosfito de sodio incrementé la concentracion de Na (Cuadro 8). En el resto de
micronutrimentos (Fe, Cu, Zn y B) no hubo diferencias estadisticas significativas
atribuibles a la fuente de Phi.

En raiz, se observdé que hubo un efecto de la concentracion de Phi sobre Fe y Mn,
encontrando que la concentracién de Fe y Mn se incremento6 en raiz a medida de que
se aumentaron las concentraciones de las soluciones foliares de Phi, mientras que Cu,
Zn, B y Na no se vieron afectados estadisticamente. Por otro lado en vastago se
observd un incremento en la concentracion de Na al aplicar 2% de Phi via foliar,

mientras que Fe, Cu, Mn y Zn no se vieron afectados estadisticamente (Cuadro 8).

En las interacciones de fuente y concentracion de Phi aplicados via foliar, sobre los
micronutrimentos y Na, se observo en raiz que no hubo efecto sobre ninguno de los
elementos; por otro lado, en vastago, se observaron diferencias estadisticas
significativas solo para Na, encontrandose su mayor concentracion al aplicar fosfito de
sodio al 2% de Phi via foliar (Cuadro 8).

Ratjen y Gerendas (2009) observaron que las aplicaciones de Phi via foliar
incrementaron la concentracion de P y K en tejido vegetal. Avila et al. (2012)
encontraron que bajo condiciones de suficiencia de P, al adicionar Phi en
concentraciones altas en frijol (50 y 100 mg de Phi dm™ de suelo seco), observaron un
incremento de N, Ca, Mg, S, B, Zn, Cu, Mn en vastago, mencionan también que en las
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mismas condiciones pero suministrando bajas concentraciones de Phi (0, 3.125, 6.25,
12.5 y 25 mg de Phi dm™ de suelo seco) no observaron incremento en concentracién

de nutrimentos.
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Cuadro 7. Concentracion de macronutrimentos en vastago y raiz de lechuga cv. Climax en respuesta a tratamientos con

dos fuentes de fosfito a diferentes concentraciones via foliar.

Phi (g kg PS)
Fuente (%) Raiz Véastago
N P K Ca Mg S N P K Ca Mg S
Efectos principales
Na;HPOj3; - 5H,0 37.83b° 3.69a 19.77a 4.68a 2.68a 2.49a 29.64 b 3.64a 13.18a 4.27a 2.02a 219a
HsPO3 40.17 a 3.6la 2321a 4.77a 265a 234a 34.57 a 3.58a 1485a 4.47a 2.15a 1.74Db
0.00 36.30¢g 1.81d 19.64a 44l1a 234a 250a 29.47d 2.64 cd 16.26a 4.52a 223a 1.73bc
0.25 37.27f 2.20d 21.85a 4.49a 2.49a 238a 30.53¢c 2.24d 11.81a 4.39a 210a 1.66 c
0.50 38.03 e 2.83cd 19.25a 457a 264a 247a 32.20b 2.64 cd 13.08a 393a 1.85a 1.64c
Concentracion de Phi  0.75 38.78d 359bcd 2297a 4.80a 2.88a 250a 32.32b 3.41 bc 1422a 4.68a 2.19a 1.90bc
1.00 40.12c 425abc  2453a 4.75a 28la 234a 3250b 3.56 bc 13.77a 4.25a 196a 1.94bc
1.50 41.02b 5.12 ab 21.57a 5.00a 2.72a 235a 33.98a 431b 13.13a 4.13a 194 a 2.14b
2.00 4150 a 5.76 a 20.60a 5.07a 2.76a 235a 33.75a 6.45a 1584a 4.71a 234a 2.78 a
Efectos simples
0.00 36.30¢g 181a 19.64a 4.41a 234a 250a 29.47f 2.64cde 16.26a 452a 223a 1.73cd
0.25 35.23 h 2.06 a 18.79a 4.28a 2.48a 235a 28.27 h 2.31de 10.99a 4.38a 2.0l1a 167cd
0.50 38.10 e 282a 1747a 455a 2.74a 25la 29.20 fg 3.05cde 14.44a 4.18a 1.99a 1.93bcd
NaHPO3 5H,0 0.75 37.27 f 33la 22.62a 458a 2.75a 250a 28.70 gh 3.31 cde 13.8a 458a 2.12a 2.03bcd
1.00 37.93e 451 a 21.49a 4.84a 296a 252a 31.53e 346cde 12.17a 4.16a 192a 2.02bcd
1.50 40.30c 5.18 a 17.48a 493 a 265a 249a 31.40e 445 bc 1253a 4.06a 192a 2.62ab
2.00 39.70 cd 6.16 a 20.88a 5.19a 2.84a 253a 28.93 fgh 6.24 ab 12.11a 4.03a 197a 3.34a
0.00 36.30g 1.81a 19.64a 4.4l1a 234a 250a 29.47 f 2.64cde 16.26a 4.52a 2.23a 1.73cd
0.25 39.30d 2.33a 2491a 4.69a 249a 242a 32.80d 217e 12.64a 4.40a 219a 1.64cd
0.50 37.97e 2.84a 21.04a 4.58a 254a 243a 35.20c 224 ¢ 11.71a 3.68a 1.70a 1.35d
H3PO3 0.75 40.30 c 3.87a 23.32a 5.03a 3.02a 251a 35.93b 252cde 14.65a 4.78a 2.26a 1.77cd
1.00 42.30b 4.00 a 2757a 4.66a 2.65a 2.16a 33.47d 3.67cde 15.38a 4.34a 2.00a 1.86cd
1.50 41.73 b 5.05a 25.65a 5.07a 2.79a 2.22a 36.57b 4.18 cd 13.73a 4.20a 196a 1.65cd
2.00 43.30 a 5.37 a 20.31a 4.96a 2.69a 2.16a 38.57 a 6.65 a 19.58a 5.39a 2.73a 2.21bc
Fuente Fkkk ns ns ns ns ns ekkk ns ns ns ns Fkkk
Phi (mol¢ m'3) Fhkx Fhkx ns ns ns ns Fhkk Fkkk ns ns ns Fhkx
Fuente * Phi (mol. m'3) Fhkx ns ns ns ns ns Frkk Fhk ns ns ns Frk

“Valores con distintas letras en cada columna por factor de estudio e interacciones son estadisticamente diferentes (Tukey). ’PS: peso fresco. ns, no significativo;

*rx kkkk significante a p <0.001y p <0.0001, respectivamente.
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Cuadro 8. Concentracion de micronutrimentos y sodio en vastago y raiz de lechuga cv. Climax en respuesta a

tratamientos con dos fuentes de fosfito a diferentes concentraciones via foliar.

Phi (mg kg™ PSY)
Fuente (%) Raiz Véastago
Fe Cu Zn Mn B Na Fe Cu Zn Mn B Na
Efectos principales
Na;HPOs; - 5H,0 302.96a° 11.98a 35.67a 7.25b 97.22a 3731.00a 259.34a 443a 24.16a 7.75b 111.23a 4901.30a
H3POg3 326.85a 11.80a 33.82a 7.99a 102.87a 2916.80Db 279.24a 7.49a 2750a 853a 114.06a 2170.70b
0.00 294.75ab 119a 3534a 7.17ab 96.15a 2889.00 a 252.68a 5.51la 2656a 7.31a 106.98a 2248.60d
0.25 265.93b 10.58a 42.36a 6.86b 98.25a 2962.70a 252.88a 4.11a 2858a 7.54a 111.35a 2315.20d
0.50 291.49ab 11.82a 32.07a 7.16ab 101.22a 3344.10a 232.28a 3.75a 2535a 7.93a 107.89a 2854.60cd
Concentracion de Phi 0.75 310.00ab 12.32a 31.96a 7.29ab 96.22a 3416.70a 282.27a 8.13a 26.3la 85l1la 113.00a 3117.00c
1.00 322.94ab 12.43a 28.22a 7.47ab 100.98a 3613.50a 29593a 6.80a 2486a 8.08a 109.76a 3369.10c
150 349.92a 12.95a 34.27a 8.58ab 107.30a 3474.90a 269.57a 44la 2411a 850a 114.00a 4621.90b
200 369.3l1a 1121a 39.00a 882a 100.20a 3566.30a 298.42a 899a 2505a 9.12a 125.63a 6225.40a
Efectos simples

NazHPO3; 5H,0 0.00 294.75a 1190a 35.34a 7.17a 96.15a 2889.00a 253.68a b5.51a 2656a 7.31a 106.98a 2248.60d
0.25 269.86a 10.62a 44.89a 6.87a 94.82a 3170.30a 256.84a 4.07a 29.12a 7.42a 108.15a 2606.30d
050 30243a 12.17a 33.75a 6.84a 99.96a 3969.00a 234.24a 398a 2252a 7.29a 107.74a 3936.00c
0.75 276.06a 11.72a 2837a 6.37a 92.89a 3676.30a 264.64a 3.78a 24.39a 7.72a 113.24a 411520c
1.00 32899a 12.39a 28.82a 7.84a 99.8la 4265.20a 269.99a 4.02a 21.08a 7.86a 105.90 4459.70 ¢
150 325.20a 12.69a 36.19a 7.55a 97.73a 3805.30a 268.80a 4.44a 2346a 8.15a 119.06a 7208.30b
200 32343a 1235a 4233a 814a 99.15a 4341.90a 267.12a b5.22a 22.02a 853a 11755a 9734.80a
H3PO3 0.00 294.75a 11.90a 35.34a 7.17a 96.15a 2889.00a 253.68a b5.51a 2656a 7.31a 106.98a 2248.60d
0.25 262.00a 1055a 39.82a 6.86a 101.68a 2755.20a 24892a 4.15a 28.04a 7.67a 11454a 2024.10d
050 280.56a 11.47a 30.38a 7.48a 10249a 2719.20a 230.33a 3.52a 28.19a 858a 107.86a 1773.20d
0.75 34394a 1294a 3554a 822a 99.54a 3157.10a 299.89a 12.48a 28.23a 9.30a 112.76a 2118.80d
1.00 316.88a 12.47a 27.63a 7.10a 102.14a 2961.90a 321.86a 9.58a 28.63a 8.30a 113.62a 2278.40d
150 37464a 13.02a 3234a 9.60a 116.88a 3144.60a 270.25a 4.39a 24.77a 8.84a 10894a 2035.60d
200 41518a 10.06a 3567a 949a 101.24a 2790.70a 329.73a 12.77a 28.09a 9.70a 133.70a 2716.00d

Fuente ns ns ns * ns Frkk ns ns ns ns ns Fhkk

Phi (mol¢ m'3) * ns ns * ns ns ns ns ns ns ns Fhkk

Fuente * Phi (mol. m'3) ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns Fhkk

“Valores con distintas letras en cada columna por factor de estudio e interacciones son estadisticamente diferentes (Tukey). ’PS: peso fresco. ns, no significativo;

* +* *xxx significante a p <0.05, p £0.01y p <0.0001, respectivamente.
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11.4. CONCLUSIONES

Aplicaciones foliares de acido fosforoso a una concentracion del 2% y un pH de 5,

incrementan a concentracion de N en raiz como en vastago, y Na en vastago.

Aplicaciones foliares de fosfito de sodio al 2% incrementan la concentracion de S y Na

en vastago.

La fuente y la concentracion de Phi, no influyen en materia seca de raiz y vastago,
namero de hojas, area foliar, lecturas Spad, tasa de crecimiento absoluto y relativo de
lechuga.
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CAPITULO 12. CAMBIOS EN COMPUESTOS ANTIOXIDANTES INDUCIDOS POR
DIFERENTES FUENTES DE FOSFORO Y NIVELES DE RADIACION EN DOS
ESPECIES DE Brassica.

12.1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, los flavonoides y glucosinolatos han sido el foco de
investigacion, debido a su potencial como fitoquimicos promotores de la salud. Los
flavonoides son polifenoles, presentes en muchas plantas, muestran capacidad
antioxidante, propiedades antimicrobianas y pueden disminuir el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (Lin et al., 2007; Volden et al., 2009). Algunos tipos de
flavonoides se han asociado con efectos de proteccion contra diferentes tipos de
cancer y enfermedades cronicas. Dentro de ellos, la quercetina es el flavonoide que
mayores beneficios ha mostrado en la salud humana (Knekt et al., 2002; Williams et al.,
2004).

Aunado a esto, los flavonoides tienen una gran cantidad de funciones en las plantas.
Por ejemplo, los flavonoides incoloros suelen acumularse en las capas mas
superficiales de las plantas y captan hasta el 90% de las radiaciones UV, impidiendo
los efectos nocivos de las radiaciones en los tejidos internos. Algunos flavonoides
tienen funciones de defensa contra herbivoros, generando sabores desagradables,
principalmente amargos, o texturas poco palatables, o que les estimula a elegir otras
plantas. También participan en el transporte de auxinas, al demostrarse que plantas
mutantes que carecen de la enzima chalcona, que forma parte de la ruta biosintética de
los flavonoides, muestran un crecimiento irregular, debido a una deficiencia en

transporte de auxina a través de la planta (Cruz, 2009).

La sintesis de flavonoides puede ser afectada por condiciones climaticas como
temperatura y radiacion. A bajas temperaturas aumentan compuestos fendlicos y
flavonoides totales (Klimov et al., 2008). Una reducciébn en la radiacién
fotosintéticamente activa fue asociada con bajas concentraciones de flavonoides para

especies perenes como Ligustrum vulgare y Phillyrea latifolia (Agati y Tattini, 2010) y
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para especies anuales como Brassica rapa y Brassica juncea (Fallovo et al., 2011).
Otro de los factores que afectan la biosintesis de flavonoides es el fosforo (P),
nutrimento de esencial importancia para el crecimiento y desarrollo de plantas. La
deficiencia de P aumenta la acumulacion de antocianinas o flavonoles (Hammond y
Broadley, 2004). Estudios cuantitativos han demostrado que deficiencias de fosfato (Pi)
incrementan al menos cinco veces mas el nivel de antocianinas en Arabidopsis (Bariola
et al., 1999; Misson et al., 2005). Otra investigacion sefiala que deficiencias de Pi
incrementa significativamente los niveles de tres flavonoles (quercetina, kaempferol,
isorhamnetina) tanto en Arabidopsis como en tomate. Sin embargo, las funciones
precisas de los cambios biolégicos de flavonoides bajo condiciones de bajas
concentraciones de Pi siguen siendo desconocidas en plantas superiores (Stewart et
al., 2001).

Deficiencia de Pi induce modificaciones importantes en varias vias metabdlicas
primarias, como el metabolismo del azucar, y también se ha demostrado su influencia
en el metabolismo secundario. La alteracion de actividades enzimaticas del
metabolismo secundario en tejidos de la raiz bajo deficiencia de P parece ser una
respuesta que permite a la planta modificar las propiedades de la rizésfera, tanto
guimica como biolégicamente, para aumentar la absorcion de P. Cualquiera que sea el
mecanismo fisiologico involucrado, el metabolismo fendlico mejora en condiciones de
escasez de nutrimentos y puede ayudar a las plantas a hacer frente a un entorno
desfavorable, y también actian como agentes alelopaticos que ayudan reducir la

competencia por los nutrimentos (Malusa et al., 2006).

Los glucosinolatos (GLS), se encuentran principalmente en la familia Brassicaceae.
Algunos glucosinolatos y el producto de su hidrélisis han atraido una intensa
investigacion debido a sus atributos en la prevencion de cancer (Stoin et al., 2007).
Recientemente isotiocianatos alifaticos, derivados de 2-propenil glucosinolato han
mostrado fuertes propiedades anticancerigenas (Verkerk et al., 2009). De la misma
manera, glucobrasicina, gluconasturtina y productos derivados de su hidrolisis reducen

el cancer de colon (Plate y Gallaher, 2006).
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El efecto del P en la produccion de GLS como isotiocianatos es relativamente
insignificante en mostaza (Sinapis alba cv. IdaGold) y rabano (Raphanus sativa cv.
Colonel). Estos cultivos difieren apreciablemente en su capacidad de absorcion y
acumulacion de P, y el efecto de P sobre el contenido de nutrimentos como N, K, Ca 'y

S y GLS en mostaza y rdbano practicamente fue nula (Brown et al., 2008).

De acuerdo con Yang et al. (2009) la deficiencia de P aumentd la concentracion de
GLS totales en Brassica campestris L. ssp. chinensis var. communis en una intensidad
de luz normal (164%), pero este efecto no fue significativo con poca intensidad de luz.
Sin embargo, los efectos del nivel de suministro de P y la intensidad de la luz en siete
GLS individuales y tres clases de GLS (alifaticos, aromaticos e indol) fueron bastante
diferentes. Las concentraciones de gluconapina, glucobrasicanapina, glucobrasicina,
neoglucobrasicina, 4-metoxiglucobrasicina y gluconasturtina se incrementaron bajo
deficiencias de P, especialmente con intensidades de luz normal, resultando en un
incremento de la concentracion de los glucosinolatos antes mencionados en 122, 497,
352, 115, 225 y 46 % respectivamente. La intensidad de luz baja disminuy6 la
concentracion de gluconapina, glucobrasicanapina, glucobrasicina y neoglucobrasicina
con deficiencia de P, e incrementd la concentracion de glucobrasicina, 4-

metoxiglucobrasicina y neoglucobrasicina bajo condiciones de suficiencia de P.

Muchos estudios se enfocan en la influencia de nitrogeno (N) y azufre (S) (Schonhof et
al., 2007; Fallovo et al., 2011) sobre GLS, obviamente porque estos nutrimentos tienen
una fuerte influencia como precursores de aminodacidos e intermediarios, que participan
en la sintesis de glucosinolatos. Sin embargo, esta documentado que hay una alta
demanda de Pi para la formacion de cofactores fosforilados como UDPG (glucosa
uridina difosfato) y co-sustratos como PAPS (3'- fosfoadenosina 5 -fosfosulfato)

requeridos a lo largo de la ruta de biosintesis de GLS (Wittstock y Halkier, 2002).

Fosfito (H,PO3’) es un iséstero del anion fosfato (H,PO4) en el cual uno de los atomos
de oxigeno unidos al a&tomo de P es reemplazado por un hidrégeno. Debido a la
similitud estructural de estos aniones y las propiedades cinéticas de los transportadores

de fosfato de plantas, el fosfito es transportado por los transportadores de fosfato de
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alta afinidad. Aunque el fosfito puede ser transportado en el interior de la célula, el ion
no esta involucrado en el metabolismo de P (produccién de ATP, fotosintesis o
respiracion), y la similitud entre fosfato y fosfito parece estar relacionada con la
absorcion y translocacion de P. El fosfito no se convierte a fosfato dentro de la planta y
no participa en ninguna ruta bioguimica (Vararajan et al., 2002), pero interrumpe la
fosforilacion de proteinas durante deficiencia de fosfato. En Arabidopsis, el fosfito
suprime la actividad de enzimas nucleoliticas, la expresion de fosfatasas acidas y los
portadores genéticos de fosfato (Ticconi et al., 2001). También se ha demostrado que
fosfito induce respuestas antioxidantes (Estrada-Ortiz et al., 2013), y los efectos finales
de fosfito en plantas dependen fuertemente del estado de P en la planta (Thao y
Yamakawa, 2009).

Dado que hay poca informacién sobre el efecto que ejerce el fosforo (Piy Phi) sobre la
concentracion de flavonoides y GLS, en esta investigacion se planteé como objetivo
evaluar el efecto de diferentes concentraciones de fosfato y fosfito (Phi) adicionadas a
la solucion nutritiva, sobre flavonoides y glucosinolatos en los cultivos de Brassica
juncea cv Red Giant y Brassica campestris cv Mibuna Early cultivados bajo dos

intensidades de radiacion fotosintéticamente activa (PAR).
12.2. MATERIALES Y METODOS

12.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

Se realizaron dos experimentos en un sistema hidropdnico, bajo condiciones de
invernadero, en el Leibniz Institut fur Gemuise- und Zierpflanzenbau ubicado en
GrolRbeeren, Alemania (13° 20’ longitud este y 52° 22’ latitud norte) considerando dos
niveles medios diarios de PAR: el primer experimento con 29.7 mol m™, realizado del
29 de agosto al 23 de septiembre de 2013 y el segundo con 22.2 mol m?, del 30 de
septiembre al 4 de noviembre 2013. Ambos experimentos se desarrollaron con una
temperatura promedio de 17.4 °C, y una humedad relativa promedio de 77 %. Para
cada experimento se germinaron semillas de Brassica juncea cv. Red Giant y Brassica

campestris cv. Mibuna Early en cubos de lana de roca, bajo condiciones de
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invernadero. Después de 22 dias de germinadas, plantas de ‘Red Giant’ y ‘Mibuna
Early’ con 2 y 3 hojas verdaderas respectivamente, fueron trasplantadas en un sistema
de solucién nutritiva recirculante soportado por canaletas de fibra de vidrio de 7.5 m de
largo, teniendo 44 plantas por canaleta siendo la mitad de cada cultivar; la distancia
entre plantas fue de 15 cm. Dieciocho canaletas se aleatorizaron dentro del
invernadero y cada uno constituyé una repeticion, teniendo tres repeticiones por

tratamiento y un disefio experimental completamente al azar.

Se condujo un experimento factorial con seis tratamientos resultantes de las
combinaciones de los niveles de dos factores de estudio: Pi y Phi. El factor Pi fue
ensayado en niveles bajo y medio (0.1 mM y 0.5 mM, respectivamente). EI Phi se
ensayé en niveles bajo, medio y alto (0.1 mM Phi, 0.5 mM Phi y 2.5 mM Phi,
respectivamente). El Pi se obtuvo a partir de acido fosforico y el Phi a partir de &cido
fosforoso, ambos grado reactivo (Carl Roth Gmbh, Karlsruhe, Germany). Los demas
nutrimentos fueron adicionados a la solucién nutritiva en las siguientes concentraciones
(mM): NO3-N 7.82; NH4-N 0.33; K 3.93; Ca 1.95; Mg 0.77 y S 0.77; la solucion nutritiva
se complement6 con micronutrimentos a las siguientes concentraciones (UM): Fe 40.0;
Mn 5.0; Zn 4.0; B 30; Cu 0.5 y Mo 0.5. La conductividad eléctrica se mantuvo en 2 dS
m™ al preparar la solucién nutritiva en ambos experimentos y se cambié una vez por
semana. El pH se mantuvo entre 5.5 y 6.0 adicionando &cido nitrico 4 N o hidroxido de

sodio concentrado segun fuera necesario.

12.2.2. Acondicionamiento de las muestras

A madurez comercial (25 y 35 dias después del trasplante para experimentos con 29.7
y 22.2 mol m? de radiacién fotosintéticamente activa, respectivamente), 10 plantas
fueron cosechadas de cada tratamiento y sus repeticiones. La madurez comercial para
B. campestris, fue definida por la presencia de al menos 49 hojas y para B. juncea de 7
a 8 hojas. Para B. juncea se tomé al azar una hoja de cada una de las 10 plantas
cosechadas, posteriormente se le cortd y desechd la nervadura central. En B.

campestris, a las 10 plantas cosechadas se les corto el peciolo, y posteriormente se
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tomé muestras por duplicado de entre 100-150 g de cada tratamiento y sus

repeticiones.

Las muestras para andlisis de flavonoides y glucosinolatos congelaron a -20 °C en un
congelador marca Poron (Erfurt, Germany). Ya congeladas, las muestras se liofilizaron
en un equipo marca Christ, (Martin Christ, Osterode, Germany) durante
aproximadamente una semana. Posterior a ello las muestras se molieron finamente en
un molino marca Retsch (F. Kurt Retsch GmbH & Co., Haan, Germany) y se guardaron

para su posterior analisis.

Las muestras utilizadas para analisis de nitrato se secaron en una estufa de secado
marca Binder durante 72 h a 70 °C, y posteriormente se molieron finamente en el

mismo molino Retsch, y se guardaron para su posterior analisis.

12.2.3. Variables evaluadas
12.2.3.1. Andlisis de flavonoides

Los flavonoides fueron determinados como agliconas después de hidrélisis &cida
(Fallovo et al., 2011). Para ello, se pesaron 0.25 g de material vegetal liofilizado, y se
agregaron 20 mL de metanol acuoso (62.5%), y 5 mL de HCI (8 M). Después se
mantuvo en reflujo por 2 h en bafio de agua caliente (100 °C). Pasado este tiempo, el
extracto fue enfriado sumergiéndose en agua fria, y se afor6 a 50 mL con metanol al
50% y se sonicé (Bandelin Sonorex RK 100, Berlin, Germany) durante 5 min.
Posteriormente, una muestra del extracto previamente homogenizado se paso a traves
de un filtro PTFE (0.45 um, politetrafluoroetileno; Roth, Karlsruhe, Germany) y se
coloco en un vial para su posterior analisis en HPLC-DAD-ESI-MS (Agilent, Waldbronn,
Germany).

La composicién y concentraciéon de flavonoides fueron determinadas utilizando un
HPLC serie 1100 (Agilent, Waldbronn, Germany) equipado con un sistema de
deteccion de arreglo de diodos. Los extractos fueron separados con una columna
Prodigy (ODS 3, 150 x 3.0 mm, 5 um, 100 A) (Phenomenex, Aschaffenburg, Germany)
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con sistema de seguridad C18 (ODS 3, 4 x 3.0 mm, 5 pm, 100 A) a una temperatura de
25 °C utilizando un gradiente agua/acetonitriio (Th Geyer GmbH, Renningen,
Germany). El solvente A consistio de 99.5% agua y 0.5% &acido acético (VWR
International, Dresden, Germany), mientras que el solvente B fue 100% acetonitrilo. En
este analisis se utilizo el siguiente gradiente: 30-35% B (5 min), 35-39% B (12 min), 39-
90% B (5 min), 90% B isocratico (5 min), 90-30% B (5 min), y 30% B isocratico (5 min).
El volumen de inyeccién fue de 50 pL, utilizando un flujo de 0.3 mL min™, a una longitud
de onda de 370 nm (para quercetina, kaempferol e isorhamnetina) y 520 nm (para
cianidina). Se utilizaron dihidroquercetina, kaempferol, isorhamnetina y cianidina (Carl
Roth GmbH, Karlsure, Germany) como estandares para la realizacion de las curvas de
calibracion. Los compuestos fueron identificados como iones moleculares
desprotonados y fragmentos caracteristicos por HPLC-DAD-ESI-MS, utilizando un
equipo MSD Agilent series 1100, con ESI como fuente de iones en modo negativo. El

nitrégeno fue utilizado como gas para secar (12 L min™, 350 °C) y gas nebulizador (40

psi).

12.2.3.2. Andlisis de glucosinolatos

Los glucosinolatos fueron analizados por HPLC como desulfo-glucosinolatos. Se
pesaron 20 mg de material vegetal previamente liofilizado y finamente molido, por
duplicado y fue colocado en tubos de plastico de 2 mL a los cuales se les agregaron
750 pL de metanol al 70% a 70 °C, se agité por 10 min a 1400 rpm y a 70 °C en un
equipo Ditabis (Modelo MHL 23, Pforzhelm, Germany); posteriormente se centrifug6 5
min a 4500 rpm a 20 °C (Centrifuga Heraeus, D-37520, Osterode, Germany). El
sobrenadante se coloco en un tubo de plastico. El residuo fue extraido dos veces mas
con 500 puL de metanol al 70% a 70 °C, se agité por 5 min a 1400 rpm y a 70 °C;
posteriormente se centrifugé 5 min a 4500 rpm a 20 °C, el sobrenadante se colect6 en
el mismo tubo de plastico del paso anterior. Dicho sobrenadante se agregé a una
columna SPE, la cual previamente se acondiciond0 con 500 pL de suspension
sephadex-DEAE A-25 intercambiador de iones (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Sweden)
activado con acido acético (VWR International, Dresden, Germany), lavado dos veces

con 1 mL de solucion de imidazol (Carl Roth GmbH, Karlruhe, Germany) y
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posteriormente dos veces con 1 mL de agua ultrapura. Después de agregar el extracto
el tubo que lo contenia se enjuagé con 1 mL de agua ultrapura. Posteriormente las
columnas se pasaron a los tubos de reaccién, en donde se les agregd 75 puL de
solucién purificada de arilsulfatasa (Th Geyer GmbH, Renningen, Germany) y se
taparon en la parte superior dejandose incubar por 12 h. Los desulfo-glucosinolatos se
eluyeron de las columnas con dos aplicaciones de 0.5 mL de agua ultrapura,
posteriormente se colocaron en tubos de filtrado (Costar Spin-X 0.22 um de acetato de
celulosa en tubos de 2 mL de polipropileno, Corning Incorporated, U.S.A.) y se
centrifugaron 5 min a 3000 rpm a 20 °C para su lectura. El analisis se realizd en un
HPLC 1290 Infinity (Agilent Technologies, Germany) con una columna Poroshell 120
EC-C18 (2.1 x 100mm 2.7 Micron, Agilent Technologies, U.S.A.), a una temperatura de
30 °C utlizando un gradiente agua/acetonitriio (Th Geyer GmbH, Renningen,
Germany). El solvente A consistio de agua 100%, el B acetonitrilo al 40% en agua. Se
utilizé el siguiente gradiente: 99.5% A, 0.5% B (12 min); 50.5% A, 49.5% B (3 min),
0.5% A, 99.5% B (3 min), 99.5% A, 0.5% B (1 min). El volumen de inyeccion fue de 5
uL, utilizando un flujo de 0.4 mL min, utilizando una longitud de onda de 229 nm. La
concentracion de glucosinolatos fue calculada utilizando 2-propenil glucosinolato como
estandar para la curva de calibracion, empleando un factor de conversion a partir de 2-
propenyl a otros glucosinolatos. Glucosinolatos totales se determinaron a partir de la

suma de glucosinolatos individuales.
12.2.3.3. Andlisis de nitrato

La concentracion de nitrato fue medida en extractos de material vegetal por fotometria,
a través de reduccion a nitrito. Para ello, se utilizo material vegetal finamente molido. El
extracto estuvo formado en una proporcion ¥ con una solucion de CacCl, (12.5 mmol L
1y, incubando durante una hora, posteriormente se filtr6. La medicién se realizd
utilizando el principio de flujo continuo, en donde el filtrado se mezclé con una solucién
tampon de imidazol de pH 7.5. Ya en el reactor de cadmio, el nitrato se redujo a nitrito
por el cadmio revestido con cobre, formando sulfanilamida de nitrito. Posteriormente en
otro reactor, tiene lugar una reaccion de acoplamiento con una sal de diazonio y N (1

naftil)-etilendiamina, lo cual conduce a la formacion de un colorante rojo, que es
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proporcional a la concentracion del nitrato y se determina a través de la medicién de
absorbancia a una longitud de onda de 546 nm en un equipo FIA modula (Gesellschaft

fur Analysentechnik HLS, Salzwedel, Germany).

12.2.4. Andlisis estadistico

Se realizaron pruebas preliminares de datos, entre ellas la de Shapiro-Wilk y
Kolmororov-Smirnov para corroborar que los datos tuvieran una distribucién normal y
las pruebas de Levene, O’Brien y Bartlet para verificar la homogeneidad de varianzas.
Posteriormente se realiz6 un analisis de varianza (PROC ANOVA) de los datos
obtenidos. Los datos se analizaron por separado en cada experimento, utilizando como
factores niveles fosfato y niveles de fosfito. La medias fueron comparadas usando la
prueba de Tukey (a < 0.05%). Ademas se realizd un analisis de regresion para
determinar la relacién entre flavonoides y nitrato, para lo cual se utilizé el programa
estadistico System Analytic Statistical, version 9.3 (SAS Institute, 2011).

12.3. RESULTADOS Y DISCUSION

12.3.1. Flavonoides

Se cuantificaron tres flavonoides en hojas de B. campestris el mas abundante fue
kaempferol, seguido de isoramnetina y quercetina, esto en todos los tratamientos
evaluados. En trabajos previos se han identificado derivados de kaempferol y derivados
de isoramnetina en B. campestris (Harbaum et al., 2007; Harbaum-Piayda et al., 2010);
mientras que en hojas de B. juncea se identificaron cuatro flavonoides. El orden de
concentracion de estos compuestos, independientemente de los tratamientos, fue el
siguiente: kaempferol, isorhamnetina, cianidina y quercetina (Cuadro 1). Recientemente
en esta especie se ha reportado la presencia de kaempferol, quercetina, isoramnetina,

pero no cianidina (Fallovo et al., 2011).

En B. juncea y con la PAR maés alta (29.7 mol m?) se observé que el Phi incrementé
significativamente la concentracion de quercetina y cianidina, pero no en condiciones

de PAR mas baja. Sin embargo con la PAR més baja (22.2 mol m™?) se observé un
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incremento de quercetina y cianidina cuando se tuvo deficiencia de Pi (Cuadro 1). Se
ha observado que en tejidos vegetales hay diversas condiciones como algunos tipos de
estrés que traen consigo el incremento de algunos flavonoides como las antocianinas,
como es el caso de deficiencias de nitrogeno y fosfato (Stewart et al., 2001). Lo anterior
corresponde con lo observado en nuestra investigacion ya que se ve incrementada la
concentracion de quercetina y cianidina cuando hay deficiencias de Pi o cuando se

genero un estrés causado por Phi.

En B. campestris no se observan efectos estadisticos atribuidos a Phi, pero se puede
observar que con la PAR mas alta hay un incremento de quercetina cuando hay
deficiencia de Pi. Por otro lado, cuando se tuvo PAR mas baja, se observé que cuando
hubo deficiencia de Pi se incremento significativamente la concentracion de kaempferol
y al ser éste la aglicona en mayor concentracion en B. campestris también se observo

un incremento significativo en flavonoides totales (Cuadro 1).

En B. juncea se observo un incremento en flavonoides totales (Cuadro 1) cuando se
desarroll6 el cultivo con la PAR més baja (22.2 mol m™), debido a que el kaempferol se
incrementé de manera considerable con respecto a la PAR mas alta (29.7 mol m?). Por
su parte, en B. campestris se observé una respuesta opuesta a B. juncea, ya que hubo

una mayor concentracion de flavonoides totales cuando se tuvo la mayor PAR.

En otras investigaciones se ha reportado que la concentracion de flavonoides en
brécoli, kale (Brassica oleracea var. sabellica), B. juncea y B. rapa, se incrementa
cuando se aumenta el nivel de PAR (Gliszczynska-Swigzoa et al., 2007; Schmidt et al.,
2010; Fallovo et al., 2011), lo cual es acorde a lo observado en B. campestris en
nuestro experimento, difiriendo de los resultados obtenidos para B. juncea (Cuadro 1),
en donde particularmente se observo un incremento en kaempferol con la PAR mas
baja (22.2 mol m?).
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Cuadro 1. Influencia de la concentracion de Pi y Phi y nivel de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) en

concentracion de flavonoides (mg g™ PS) en dos especies de Brassica.
Brassica juncea

Brassica campestris

PAR (mol m'2) Pi (mM) Phi(mM) Total Quercetina Kaempferol Isorhamnetina Cianidina Total Quercetina Kaempferol Isorhamnetina
Efectos simples
29.7 0.5 0.1 351a 0.21a 1.76 a 0.96 a 0.58 a 3.65a 0.10 a 219a 1.36a
0.5 3.64 a 0.21a 1.83a 1.04 a 0.56 a 3.11a 0.09 a 1.85a 1.16 a
2.5 4.49 a 0.29 a 223 a 1.13a 0.84 a 3.29a 0.10 a 1.97a 1.21a
0.1 0.1 3.56 a 0.23 a 1.70 a 1.09 a 0.54 a 3.52a 0.10 a 21l1a 13la
0.5 4.09 a 0.29 a 1.77 a 117 a 0.86 a 3.60a 0.13a 1.96 a 151a
2.5 4,17 a 0.29 a 1.85a 1.18 a 0.85a 4,26 a 0.15a 2.23a 1.88a
Efectos principales
Pi 0.5 3.88a 0.24a 1.94 a 1.04 a 0.66 a 3.35a 0.10b 2.00 a 1.24a
0.1 3.94a 0.27 a 1.77 a 1.15a 0.75a 3.79a 0.13a 210a 157 a
Phi 0.1 3.53a 0.22 b* 1.73 a 1.02a 0.56 b 3.58a 0.10 a 2.15a 1.33a
0.5 3.87a 0.25ab 1.80a 1.10a 0.71ab 3.35a 0.11a 191a 1.34a
2.5 433 a 0.29 a 2.04 a 1.15a 0.84 a 3.77 a 0.13a 2.10a 1.55a
Nivel de significancia
Pi ns ns ns ns ns ns * ns ns
Phi ns * ns ns * ns ns ns ns
Pi *Phi ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Efectos simples
22.2 0.5 0.1 460 a 0.22a 245a 1.36 a 0.57 a 251a 0.05a 1.67 a 0.79 a
0.5 4,36 a 0.21a 2.33a 1.21a 0.61a 230a 0.06 a 147 a 0.77 a
2.5 4.06 a 0.17 a 231a 1.10 a 0.48 a 227 a 0.04 a 1.46 a 0.77 a
0.1 0.1 490 a 0.25a 254 a 1.37a 0.74 a 258 a 0.05a 1.64 a 0.89a
0.5 4.60 a 0.24 a 2.37a 1.26 a 0.73 a 294 a 0.06 a 1.83a 1.06 a
25 434 a 0.22a 2.23a 1.23 a 0.66 a 2.67 a 0.06 a 1.65a 0.96 a
Efectos principales
Pi 0.5 434 a 0.20b 2.36a 1.22a 0.55b 2.36Db 0.05a 1.54b 0.78 a
0.1 461a 0.24a 2.38a 1.29a 0.71a 273 a 0.05a 1.71a 097 a
Phi 0.1 475 a 0.23 a 250a 1.36a 0.66 a 254 a 0.05a 1.65a 0.84a
0.5 4.48 a 0.23 a 2.35a 1.23a 0.67 a 2.62a 0.06 a 1.65a 091la
2.5 420 a 0.19b 2.27 a 1.17a 0.57 a 247 a 0.05a 1.56 a 0.87a
Nivel de significancia
Pi ns *k ns ns xk xk ns * ns
Phi ns * ns ns ns ns ns ns ns
Pi *Phi ns ns ns ns ns ns ns ns ns

? Letras diferentes en cada columna por factor de estudio e interacciones indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, ns, no significativo; Pi,

fosfato; Phi, fosfito; * significante a p < 0.05; ** significante a p < 0.01.
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12.3.2. Concentracién de nitrato

También se determind la influencia de Pi y Phi sobre la concentracién de nitrato en
ambas especies analizadas. Se pudo observar que en hojas de B. juncea, Piy Phi no
tuvieron efectos significativos sobre la acumulacién de nitrato en hojas, sin embargo en
B. campestris cultivada con PAR alta (29.7 mol m?), se observd que bajas
concentraciones de Pi, promovieron mayor concentracion de nitrato (Cuadro 2). En
arboles de manzano, con el suministro de altas concentraciones de nitrdgeno se ve
disminuida la produccion de flavonoides en hojas; lo anterior es atribuido a la
disminucién de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cuando se incrementa la
disponibilidad de nitrégeno ocasionando asi la disminucion de la concentracion de
flavonoides; PAL es la primer enzima que participa en la ruta de los fenilpropanoides,
es precursora de los flavonoides y encargada de la conversion de fenilalanina a acido
cindmico (Strissel et al., 2005). Lo anterior se ve reflejado en B. campestris, ya que
cuando hubo una mayor concentracion de nitrato en hojas se observo disminucién en la
concentracion de flavonoides, sin embargo el coeficiente de determinacion es muy bajo
para atribuir completamente al nitrato presente en hojas la disminucién de flavonoides
(Cuadro 2, Figura); por el contrario en B. juncea se observd que al incrementarse el
nitrato en hojas, también se incrementaron los flavonoides, sin embargo los resultados

obtenidos mediante regresion resultaron ser no significativos.

244



Capitulo 12

Cuadro 2. Influencia de Pi, Phi y PAR en la concentracion de nitrato en hojas sin
nervadura central de dos especies de Brassica.

NOs-N (mg g™ PS)

PAR (mol m?) Pi (mM)  Phi(mM) Brassicajuncea Brassica campestris

Efectos simples

29.7 0.5 0.1 12.37a 12.07a
0.5 15.63 a 9.23a
25 11.13a 13.13a
0.1 0.1 16.07 a 15.33a
0.5 12.50 a 10.70 a
25 15.27 a 15.00 a
Efectos principales
Pi 0.5 13.04 a 11.48 b*
0.1 1461 a 13.68 a
Phi 0.1 14.22 a 13.70 a
0.5 14.07 a 9.97b
25 13.20 a 14.07 a
Nivel de significancia
Pi ns *
Phi ns w*
Pi *Phi ns ns
Efectos simples
22.2 0.5 0.1 17.67 a 32.00 a
0.5 20.43 a 25.13 a
25 17.27 a 27.23 a
0.1 0.1 16.43 a 24.70 a
0.5 19.67 a 26.20 a
25 2143 a 2437 a
Efectos principales
Pi 0.5 18.29 a 28.12a
0.1 19.18a 25.09 a
Phi 0.1 16.80 a 28.35a
0.5 20.05a 25.67 a
25 19.35a 25.80 a
Nivel de significancia
Pi ns ns
Phi ns ns
Pi *Phi ns ns

’Letras diferentes en cada columna por factor de estudio e interacciones indican diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos, ns, no significativo; Pi, fosfato; Phi, fosfito; * significante a p < 0.05; ** significante a

p < 0.01; PAR, radiacién fotosintéticamente activa.
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Figura 1. Relacion entre concentracién de flavonoides totales y concentracion de
nitrato en hojas de B. campestris y B. juncea. Flavonoides totales en B. juncea = 3.4295
+ 0.0468 (NO3-N) (R?=0.1167). Flavonoides totales en B. campestris = 4.2729 - 0.062
(NO3-N) (R?*=0.5968%). *significativo a p< 0.05.

12.3.3. Glucosinolatos

En hojas de B. juncea los glucosinolatos (GLS) identificados en mayor concentracion
fueron los alquenil GLS, también denominados GLS alifaticos, dentro de los cuales se
encontré en mayor abundancia, el 2-propenil (Cuadro 3). Estos resultados concuerdan
con lo reportado en otras investigaciones, en las que un 90% del total de GLS
corresponden a alil glucosinolato (2-propenil) (Fallovo et al., 2011; Tong et al., 2014), lo
cual coincide con nuestros resultados. Interesantemente, en nuestro experimento con
PAR alta (29.7 mol m?) obtuvimos cerca del doble de lo que reportan Fallovo et al.
(2011) en B. juncea con PAR de 5, 6.8 y 9 mol m™.

Cuando se tuvo PAR baja (22.2 mol m?) se observé una reduccién de GLS totales en
B. juncea, observandose una disminucion de un 30.9% en los alquenil GLS, y dentro de
este grupo, especificamente se redujo de manera notoria el 2-propenil. Por otro lado,

se observo un incremento del 2-propenil cuando se suministré 2.5 mM de Phi, cuando
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la PAR fue baja (22.2 mol m?) (Cuadro 3). Se ha reportado que la reduccién en PAR
resulta en la disminucién de la concentracion de glucosinolatos en colza (Brassica
napus) (Walsgrove et al., 1995), lo cual concuerda con la reduccién de glucosinolatos

totales y en particular 2-propenil en B. juncea en esta investigacion.

Del grupo de los aril GLS o GLS arométicos, solo se identific6 en hojas de B. juncea, el
2-feniletil, observandose que cuando se aplica una concentracion deficiente de Pi (0.1
mM) se da un incremento de este GLS aroméatico. Bajo condiciones de baja PAR (22.2
mol m?) se incrementd 2-feniletil al suministrar 2.5 mM de Phi (Cuadro 3).

En hojas de B. juncea también se identificaron los indole GLS, dentro de los cuales se
encuentran 3-indolilmetil, 4-hidroxi-3-indolilmetil, 4-metoxi-3-indolilmetil y 1-metoxi-3-
indolilmetil. En condiciones de alta PAR (29.7 mol m™) se observé que concentraciones
bajas de Pi (0.1 mM) incrementaron la concentracion de 4-hidroxi-3-indolilmetil. Por otro
lado, se observd que concentraciones de Phi superiores a 0.5 mM bajo deficiencias de
Pi (0.1 mM) reducen la concentracion de 3-indolilmetil (Cuadro 3). Cuando se tuvo PAR
baja (22.2 mol m? se observd que al adicionar 2.5 mM de Phi con bajas
concentraciones de Pi (0.1 mM) incremento la concentracion de 4-hidroxi-3-indolilmetil.
De igual manera se observé que suministrar bajas concentraciones de Pi (0.1 mM)

incrementaron la concentracion de 3-indolilmetil (Cuadro 3).

En hojas B. campestris se observd mayor diversidad de GLS en comparacion con B.
juncea, ya que se identificaron dos alqui GLS (4-metilsulfinilbutil y 5-metilsulfinilpentil),
tres alquenil GLS (3-butenil, 4-pentenil y 2-hidroxi-3-butenil), un aril GLS (2-feniletil) y
cuatro indole GLS (3-indolilmetil, 4-hidroxi-3-indolilmetil, 4-metoxi-3-indolilmetil y 1-
metoxi-3-indolilmetil) (Cuadro 4). Sin embargo, si comparamos la concentracion total de
GLS en ambas especies, observamos que en B. campestris se reduce en cuanto a
concentracion total de GLS ya que es alrededor de un 50% de lo encontrado en B.
juncea (Cuadros 3y 4).

En B. campestris se observé que el glucosinolato mas representativo en cuanto a su

abundancia fue el 3-butenil, el cual pertenece a los alquenil GLS, seguido en
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concentracion por los indole GLS, alqui GLS y por ultimo aril GLS (Cuadro 4). Se ha
reportado gluconapina (3-butenil) como glucosinolato alifatico en mayor concentracion
en varias subespecies pertenecientes a B. campestris (Chen et al., 2008), lo cual
corresponde a los resultados obtenidos en esta investigacion. De igual manera Verkerk
et al. (2009) reportaron en B. campestris ssp pekinensis a los glucosinolatos alifaticos

glucobrasicanapina (4-pentenil) en mayor abundancia.

Cuando B. campestris se cultivd bajo la PAR mas alta (29.7 mol m?), la aplicacién de
2.5 mM Phiy 0.1 mM Pi (baja concentracién de Pi) se increment6 la concentracion
total de alquil GLS y del alquenil GLS 2-hidroxi-3-butenil; aunado a ellos,
concentraciones de 0.1 mM de Pi incrementan la concentracion del indole GLS 4-
metoxi-3-indolilmetil (Cuadro 4). Por otro lado cuando B. campestris se cultivd bajo la
PAR mas baja (22.2 mol m?), y se adicion6 0.1 mM de Pi se observé un incremento en
la concentracion total de alqui GLS, de manera contrastante se observdé que
concentraciones medias de Piy Phi (0.5 mM) incrementaron la concentracion del indole
GLS 1-metoxi-3-indolilmetil (Cuadro 3). Yang et al. (2009) reportan un incremento de
glucosinolatos bajo deficiencias de Pi (0.1mM) y condiciones normales de luz (640 umol
m? s?), particularmente de GLS alifaticos e indol GLS, y encontraron que la
concentracion de muchos de los aminod&cidos libres se incrementd por suministrar a la
planta bajas concentraciones de Pi en particular bajo condiciones normales de luz.
Entre los amino&cidos incrementados se encuentra la metionina, la cual se encuentra
en linea como precursor de GLS alifaticos, tirosina y fenilalanina también se

incrementaron y funcionan como precursores de GLS aromaticos.

Al igual que en B. juncea, se observé una reduccién en la concentracién total de GLS
en B. campestris cuando se desarrollé bajo la PAR mas baja (22.2 mol m™) (Cuadro 4).
Anteriormente se han reportado efectos negativos en concentracion de glucosinolatos
al disminuir la PAR (Fallovo et al., 2011), lo cual explica que a baja PAR, se reduce el
contenido de glucosinolatos debido a la disminucion de flavina monooxigenasa la cual
cataliza la formacion de aldoxima alifatica, siendo éste un compuesto clave en la

formacion de glucosinolatos alifaticos (Walsgrove et al., 1995).
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Interesantemente, Ciereszko et al. (2005) reportan un efecto aditivo entre deficiencias
de Pi y luminosidad en la expresion de genes, mejorando la actividad de UDPG
pirofosforilasa, teniendo con esto un incremento en azucares, los cuales se ven mas
marcados con deficiencias de Pi. Aunado a ello, Wittstock y Halkier (2002), ilustran un
paso importante en la ruta de sintesis de GLS, en donde por accién de C-S liasa se
libera el &cido tiohidroximico del S-alquiltiohidroximato; el acido tiohidroximico es
glucosilado por accion de UDPG formando desulfo-GLS. Lo anterior sugiere una
posible razén por la cual se da una acumulacion de GLS, bajo deficiencias de Pi
(0.1mM), en particular en condiciones de alta PAR, por lo que la acumulacion de GLS
por accion de Phi puede deberse a que hay una respuesta a un estrés de deficiencias
de Pi.
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Cuadro 3. Influencia de la concentracion de Pi y Phi y nivel de radiacién fotosintéticamente activa (PAR) en
concentracion de glucosinolatos (mg g™* PS) en Brassica juncea.

Alquenil GS Aril GS Indole GS
4-hidroxi-3-  3-indolil 4-metoxi-  1-metoxi-3-
PAR (mol m?) Pi (mM) Phi (mM) Total GS Total 2-propenil 3-butenil 4-pentenil 2-feniletil Total indolilmetil metil indolilmetil  indolilmetil
Efectos simples
29.7 0.5 0.1 11.03a 10.65a 10.15a 0.48 a 0.02a 0.07 a 0.31a 0.08 a 0.15a 0.07 a 0.01a
0.5 10.86a 10.50a 10.03a 0.45a 0.02a 0.07 a 0.29a 0.07 a 0.14 ab 0.07 a 0.01a
25 1091a 1054a 10.00a 0.51a 0.02a 0.06 a 0.31a 0.08 a 0.14 ab 0.08 a 0.0l1a
0.1 0.1 12.82a 1236a 1l1.84a 0.50 a 0.02a 0.10a 0.36a 0.12a 0.15a 0.08 a 0.00 a
0.5 1151a 11.09a 10.57a 0.50 a 0.02a 0.08 a 0.33a 0.08 a 0.16a 0.08 a 0.0l1a
2.5 11.12a 10.76a 10.26a 0.48 a 0.02a 0.07 a 0.29a 0.09 a 0.11b 0.08 a 0.01a
Efectos principales
Pi 0.5 10.93a 10.56a 10.06a 0.48 a 0.02a 0.07b 0.30a 0.08 b 0.15a 0.07 a 0.01a
0.1 11.81a 114l1la 10.89a 0.49 a 0.02a 0.09 a 0.32a 0.10 a 0.14a 0.08 a 0.0la
Phi 0.1 11.93a 1151a 11.00a 0.49 a 0.02a 0.09 a 0.33a 0.10 a 0.15a 0.08 a 0.0la
0.5 11.18a 10.80a 10.30a 0.48 a 0.02a 0.08 ab 0.31a 0.08 a 0.14 ab 0.07 a 0.0la
25 11.01a 10.65a 10.13a 0.50a 0.02a 0.06 b 0.30a 0.09 a 0.13b 0.08 a 0.01a
Nivel de significancia
Pi ns ns ns ns ns * ns ** ns ns ns
Phi ns ns ns ns ns * ns ns * ns ns
Pi *Phi ns ns ns ns ns ns ns ns * ns ns
Efectos simples
22.2 0.5 0.1 835a 8.06a 7.64a 0.40a 0.02a 0.04b 0.25a 0.08 ab 0.06 a 0.09 a 0.01a
0.5 6.36a 6.13a 5.79 a 0.32a 0.02a 0.03 bc 0.19a 0.06 bc 0.05a 0.08 a 0.01a
25 769a 7.43a 7.01a 0.40a 0.02a 0.03 bc 0.22a 0.07 abc 0.06 a 0.08 a 0.01a
0.1 0.1 8.22a 797a 7.57 a 0.38a 0.02a 0.03 bc 0.22a 0.06 bc 0.06 a 0.09 a 0.02 a
0.5 6.39a 6.16a 5.85a 0.29 a 0.02a 0.02c 0.20a 0.05c¢c 0.07 a 0.07 a 0.01a
25 10.02a 9.68a 9.20a 0.46 a 0.02a 0.07 a 0.26 a 0.09 a 0.08 a 0.07 a 0.0l1a
Efectos principales
Pi 0.5 747a 7.21a 6.82 a 0.37a 0.02a 0.03b 0.23a 0.07 a 0.06 b 0.08 a 0.01a
0.1 82la 794a 7.54 a 0.38a 0.02a 0.04 a 0.22a 0.07 a 0.07 a 0.08 a 0.01a
Phi 0.1 8.29ab 8.02a 7.61a 0.39a 0.02a 0.04b 0.23a 0.07 a 0.06 a 0.09 a 0.0l1a
0.5 6.37b> 6.15b 5.82b 0.30a 0.02a 0.03b 0.20a 0.05b 0.06 a 0.08 a 0.01a
2.5 8.85a 8.56 a 8.12a 0.43 a 0.02a 0.05a 0.24 a 0.08 a 0.07 a 0.07 a 0.01a
Nivel de significancia
Pi ns ns ns ns ns ki ns ns * ns ns
Phi * * *x ns ns ok ns rohk ns ns ns
Pi *Phi ns ns ns ns ns Fokk ns *x ns ns ns

“Letras diferentes en cada columna por factor de estudio e interacciones indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, ns, no significativo; Pi, fosfato; Phi, fosfito; *

significante a p < 0.05; ** significante a p < 0.01; *** significancia a p < 0.001
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Cuadro 4. Influencia de la concentracion de Pi y Phi y nivel de radiacién fotosintéticamente activa (PAR) en
concentracion de glucosinolatos (mg g™* PS) en Brassica campestris.

Alqui GS Alquenil GS Aril GS Indole GS
PAR 4-methyl 5-methyl 3- 4- 2-OH- 2- 4-OH-indol-  Indol-  4-metoxi-indol- 1-metoxi-indol
(mol m'z) Pi (mM) Phi(mM) Total GS Total  sulfinilbutil sulfinilpentil Total butenil pentenil 3-butenil feniletil Total 3-ilmetil 3-ilmetil 3-ilmetil -3-ilmetil
Efectos simples
29.7 0.5 0.1 4.67 a 0.05b 0.02 b* 0.03a 432a 357a 06la 0.14 a 0.02a 0.28 a 0.05 a 0.14 a 0.05a 0.04 a
0.5 5.19a 0.08 b 0.03b 0.05a 478a 395a 0.72a 0.12a 0.02a 0.30a 0.04 a 0.15a 0.05 a 0.06 a
25 5.20 a 0.08 b 0.03b 0.05a 48la 375a 0.89a 0.17a 0.02 a 0.30a 0.04 a 0.15a 0.04 a 0.07 a
0.1 0.1 4.88 a 0.11b 0.06 b 0.05a 445a 373a 056a 0.16 a 0.02 a 0.30a 0.04 a 0.15a 0.06 a 0.06 a
0.5 547 a 0.12b 0.05b 0.07 a 496a 4.28a 0.56a 0.12a 0.02a 0.37a 0.04 a 0.21a 0.06 a 0.06 a
25 5.65a 0.25a 0.12a 0.12a 5.06a 4.27a 0.55a 0.24a 0.02 a 0.32a 0.05a 0.15a 0.06 a 0.05a
Efectos principales
Pi 0.5 5.02a 0.07 b 0.03b 0.04 b 464a 3.76a 0.74 a 0.14b 0.02a 0.29a 0.04 a 0.15a 0.05b 0.06 a
0.1 5.33a 0.16 a 0.09 a 0.08 a 483a 4.10a 0.56 b 0.17 a 0.02 a 0.33a 0.05a 0.17 a 0.06 a 0.05 a
Phi 0.1 478 a 0.08 b 0.04 a 0.04 b 438a 365a 059a 0.15b 0.02 a 0.29 a 0.04 a 0.15a 0.05a 0.05a
0.5 533a 0.10b 0.04 a 0.06 ab 487a 4.12a 0.64a 0.12b 0.02a 0.34a 0.04 a 0.18a 0.05a 0.06 a
25 5.43a 0.16 a 0.08 a 0.09a 494a 40la 0.72a 0.21a 0.02a 03la 0.04 a 0.15a 0.05a 0.06 a
Nivel de significancia
Pi ns ok ok hid ns ns ns * ns ns ns ns rk ns
Phi ns ** * *x ns ns ns rkk ns ns ns ns ns ns
Pi *Phi ns * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Efectos simples
22.2 0.5 0.1 3.36a 0.04 a 0.01a 0.02 a 3.08a 258a 0.39a 0.11a 0.03 a 0.21a 0.03 a 0.08 a 0.07 a 0.03 a
0.5 292a 0.06 a 0.04 a 0.02a 263a 208a 049a 0.06 a 0.02a 0.2la 0.03a 0.08 a 0.05a 0.05a
25 285a 0.05a 0.03a 0.02a 258a 22la 030a 0.07 a 0.03a 0.19a 0.03a 0.08 a 0.06 a 0.02a
0.1 0.1 3.05a 0.08 a 0.05a 0.03 a 273a 235a 0.32a 0.06 a 0.02 a 0.21a 0.04 a 0.09 a 0.07 a 0.02 a
0.5 3.12a 0.09 a 0.03a 0.06 a 280a 229a 0.45a 0.06 a 0.03 a 0.20a 0.04 a 0.08 a 0.05a 0.03a
25 28la 0.12a 0.07 a 0.05a 250a 210a 0.34a 0.06 a 0.04 a 0.16 a 0.03a 0.07 a 0.05a 0.02a
Efectos principales
Pi 0.5 3.04 a 0.05b 0.03 b 0.02b 276a 229a 0.39a 0.08 a 0.03 a 0.21a 0.03a 0.08 a 0.06 a 0.03a
0.1 3.00a 0.10 a 0.05 a 0.04 a 268a 225a 0.37a 0.06 a 0.03a 0.19a 0.03a 0.08 a 0.06 a 0.02b
Phi 0.1 3.20a 0.06 a 0.03a 0.02 a 291a 246a 0.36a 0.09 a 0.03a 0.21a 0.03a 0.08 a 0.07 a 0.03b
0.5 3.02a 0.07 a 0.04a 0.04a 272a 219a 0.47 a 0.06 a 0.03 a 0.20a 0.03a 0.08 a 0.05a 0.04 a
25 2.83a 0.09 a 0.05a 0.04 a 254a 216a 032a 0.06 a 0.03a 0.18a 0.03a 0.08 a 0.05a 0.02b
Nivel de significancia
Pi ns ** * ki ns ns ns ns ns ns ns ns ns b
Phi ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ok
Pi *Phi ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

* Letras diferentes por factor de estudio e interacciones indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, ns, no significativo; Pi, fosfato; Phi, fosfito; * significante a p <
0.05; ** significante a p < 0.01; *** significancia a p <0.001
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12.4. CONCLUSIONES

En conclusion en este estudio se pudo observar que las deficiencias de Pi tienen un
efecto positivo en la acumulacién de algunos flavonoides y GLS, principalmente bajo
alta PAR; se observd que bajas PAR tienden a disminuir concentraciones de
flavonoides y GLS. Puesto que el Phi no es metabolizado por la planta, sus
aplicaciones tienden a incrementar deficiencias de Pi, por lo que favorece el incremento

de algunos flavonoides y GLS como posible mecanismo de defensa a estres.
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CAPITULO 13. DIFERENTES FUENTES DE FOSFORO Y NIVELES DE RADIACION
EN MATERIA FRESCA, SECAY CONCENTRACION NUTRIMENTAL DE DOS
ESPECIES DE Brassica.

13.1. INTRODUCCION

El fosforo (P) es uno de los macronutrimentos de mayor importancia para las plantas,
considerado como el segundo elemento esencial mas limitante, después del nitrégeno.
El P es principalmente critico en las etapas tempranas de los cultivos, ademas mejora
el rendimiento (Rémer y Schilling, 1986). El P tiene funciones muy importantes en el
metabolismo celular, como el transporte energético y constituyente de moléculas
energéticas como ADT y ATP (Maschner, 1995). Se reporta al P como uno de los
elementos con menor disponibilidad para la planta cuando se aplica en el suelo
(Sander et al., 1990; Sander et al., 1991; Mosali et al., 2006; Batten, 1992; Schachtman
et al. 1998). En suelos &cidos, el P es adsorbido por aluminio y hierro, en suelos con
pH de 6 a 6.5 reacciona con magnesio y en suelos alcalinos es adsorbido por
carbonato de calcio y se convierte en un elemento no diponible para las plantas
(Lindsay et al.,, 1991). Mas del 80% del P presente en el suelo no se encuentra

disponible para la planta (Mosali et al., 2006; Batten, 1992; Lindsay et al, 1991).

El P se asimila como fosfato (Pi, H.PO4, HPO,?) por la planta, siendo esta forma
indispensable para un buen crecimiento y desarrollo (Ticconi et al., 2001). El fosfito
(Phi, H,PO3) es un isostero del anion Pi en el cual, uno de los oxigenos unidos al
atomo de P es reemplazado por hidrogeno (Carswell et al., 1996). Debido a la similitud
estructural entre estos aniones y a las propiedades cinéticas de los sistemas de
absorcion, el Phi es absorbido por transportadores de Pi de alta afinidad a nivel

membrana (d’Arcy-Lameta y Bompeix, 1991).

Las plantas superiores no presentan mecanismos selectivos que les permitan
discriminar entre especies de P. La deficiencia de Pi en plantas superiores ocasiona el
crecimiento radical, incremento de pelos radicales, y alargamiento de las raices; asi

como el descenso regulado en la induccién de enzimas tales como la fosfatasa acida,
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la fosfoenolpiruvatofosfatasa y la fosfofructocinasa dependiente de pirofosfato organico
(Carswell et al., 1997). Ticconi et al. (2001) demostraron que estas respuestas no son

observadas cuando se suministra Phi.

El Phi y Pi tienen una gran similitud en sus estructuras, debido a ello el Phi puede ser
absorbido via transportadores de Pi, y su velocidad de absorcion es muy similar. Las
diferencias entre Pi y Phi comienzan a verse al final de la traslocacion, porque el Phi no
puede ser convertido a Pi dentro de la planta y en consecuencia no participa en las
rutas bioguimicas, y por ello se observan los efectos negativos de éste sobre el
metabolismo vegetal (Varadarajan et al., 2002). Los efectos negativos de Phi en la
planta se pueden suprimir suministrando concentraciones suficientes de Pi a la planta,
ya que el Phi no interfiere en las reacciones bioquimicas en presencia de Pi (Carswell
et al., 1996). El Phi es realmente absorbido por la planta y es movil en xilema y floema
(Varadarajan et al., 2002).

Con base en lo anteriormente mencionado y dado que la respuesta de los cultivos no
es la misma a el Phi, esta investigacion se plante6 como objetivo evaluar el efecto de
diferentes concentraciones de fosfato y fosfito adicionadas a la solucién nutritiva, sobre
materia fresca, seca, numero de hojas, area foliar y concentracién nutrimental en los
cultivos de Brassica juncea cv. Red Giant y Brassica campestris cv. Mibuna Early

cultivados bajo dos intensidades de radiacion fotosintéticamente activa (PAR).
13.2. MATERIALES Y METODOS

13.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

Se realizaron dos experimentos en un sistema hidropdénico, bajo condiciones de
invernadero, en el Leibniz Institut fir Gemuse- und Zierpflanzenbau ubicado en
GrolRbeeren, Alemania (13° 20’ longitud este y 52° 22’ latitud norte) considerando dos
niveles medios diarios de PAR: el primer experimento con 29.7 mol m, realizado del
29 de agosto al 23 de septiembre de 2013 y el segundo con 22.2 mol m?, del 30 de
septiembre al 4 de noviembre 2013. Ambos experimentos se desarrollaron con una
temperatura promedio de 17.4 °C, y una humedad relativa promedio de 77 %. Para
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cada experimento se germinaron semillas de Brassica juncea cv. Red Giant y Brassica
campestris cv. Mibuna Early en cubos de lana de roca, bajo condiciones de
invernadero. Después de 22 dias de germinadas, plantas de ‘Red Giant' y ‘Mibuna
Early’ con 2 y 3 hojas verdaderas respectivamente, fueron trasplantadas en un sistema
de solucién nutritiva recirculante soportado por canaletas de fibra de vidrio de 7.5 m de
largo, teniendo 44 plantas por canaleta siendo la mitad de cada cultivar; la distancia
entre plantas fue de 15 cm. Dieciocho canaletas se aleatorizaron dentro del
invernadero y cada uno constituyé una repeticion, teniendo tres repeticiones por

tratamiento y un disefio experimental completamente al azar.

Se condujo un experimento factorial con seis tratamientos resultantes de las
combinaciones de los niveles de dos factores de estudio: Pi y Phi. El factor Pi fue
ensayado en niveles bajo y medio (0.1 mM y 0.5 mM, respectivamente). EIl Phi se
ensay0 en niveles bajo, medio y alto (0.1 mM Phi, 0.5 mM Phi y 2.5 mM Phi,
respectivamente). El Pi se obtuvo a partir de acido fosforico y el Phi a partir de acido
fosforoso, ambos grado reactivo (Carl Roth Gmbh, Karlsruhe, Germany). Los demés
nutrimentos fueron adicionados a la solucién nutritiva en las siguientes concentraciones
(mM): NO3-N 7.82; NH4-N 0.33; K 3.93; Ca 1.95; Mg 0.77 y S 0.77; la soluciéon nutritiva
se complementd con micronutrimentos a las siguientes concentraciones (uUM): Fe 40.0;
Mn 5.0; Zn 4.0; B 30; Cu 0.5 y Mo 0.5. La conductividad eléctrica se mantuvo en 2 dS
m™ al preparar la solucién nutritiva en ambos experimentos y se cambié una vez por
semana. El pH se mantuvo entre 5.5 y 6.0 adicionando &cido nitrico 4 N o hidréxido de

sodio concentrado segun fuera necesario.

13.2.2. Acondicionamiento de las muestras

A madurez comercial (25 y 35 dias después del trasplante para experimentos con 29.7
y 22.2 mol m? de radiacién fotosintéticamente activa, respectivamente), 10 plantas
fueron cosechadas de cada tratamiento y sus repeticiones. La madurez comercial para
B. campestris, fue definida por la presencia de al menos 49 hojas y para B. juncea de 7
a 8 hojas. Las plantas cosechadas, tanto de B. juncea como B. campestris, fueron

pesadas para obtener el peso de materia fresca, posteriormente se tomaron muestras
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de hojas maduras, y nuevas, para posteriormente obtener el peso de materia seca en

cada especie y realizar la determinacién de la concentracion nutrimental.

Las muestras utilizadas para analisis de nutrimental se secaron en una estufa de
secado marca Binder durante 72 h a 70 °C, posterior a ello las muestras se molieron
finamente en un molino marca Retsch (F. Kurt Retsch GmbH & Co., Haan, Germany) y

se guardaron para su posterior analisis.

13.2.3. Variables evaluadas
13.2.3.1. Materia fresca

Al llegar a madurez comercial, se determiné el peso fresco de vastago, empleando una
balanza (Marca Sartorius AG ED2202S, Gottingen, Germany).

13.2.3.2. Materia seca

Se tomaron dos tipos de muestras en cada especie, las primeras muestras para B.
juncea se tomaron al azar una hoja de cada una de las 10 plantas cosechadas,
posteriormente se les corté y deseché la nervadura central. En B. campestris, a las 10
plantas cosechadas se les cort6 el peciolo, y posteriormente se tomaron muestras por
duplicado de entre 100 y150 g de cada tratamiento y sus repeticiones. En las segundas
muestras se realizé el mismo procedimiento, solo que se utilizaron las hojas completas
en ambas especies (sin cortar nervadura central ni peciolo). Para obtener el peso de
materia seca en cada especie se colocaron en una estufa de secado (WTC binder,
Tutlingen, Germany) durante 72 h a una temperatura de 70 °C, asegurandose de tener
un peso constante en el material vegetal. Posteriormente se evaluo el peso de materia

seca de vastago en una balanza (Marca Sartorius AG ED2202S, Goéttingen, Germany).
13.2.3.3. Numero de hojas

En el primer experimento se realizé el conteo de hojas de 9 plantas por tratamiento a
cosecha. En el segundo experimento se realizd el conteo de hojas de 9 plantas por

tratamiento en cada cultivar, los dias 10, 17, 24, 35 después del transplante.
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13.2.3.4. Area foliar

Utilizando un método no destructivo, se midio el area foliar de 9 plantas por tratamiento,
los dias 10, 17 y 24 después del trasplante, para ello se midi6 largo por ancho de hoja y
se realiz6 un ajuste mediante el uso de una ecuacion de acuerdo a lo mencionado por

Schwarz y Klaring (2001), teniéndose:
Area foliar = a+ L x A°

En donde a es una constante de integracion, b y ¢ son coeficientes alométricos, L y A
es largo y ancho de la hoja, obteniendo el &rea foliar en m? planta™.

13.2.3.5. Fotosintesis, conductanciay transpiracion

En el cultivo de ‘Mibuna Early’ (B. campestris) se realizé la medicion de fotosintesis,
conductancia y transpiracion. En el primer experimento la medicion se realizé 4 dias
antes de la cosecha y para el segundo se realiz6 siete dias después de la cosecha,
para lo cual se utilizé6 un sistema medidor de fotosintesis portatil (LI-COR LI-6400 Xt

system).
13.2.3.6. Concentracién nutrimental

Utilizando material vegetal finamente molido y secado en la estufa, se realiz6 el analisis
de N total empleando el método Semimicro-Kjeldahl (Bremner, 1965). La determinacién
de P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn y B se realizé mediante digestion hiumeda del material
seco con una mezcla de acidos perclérico y nitrico (Alcantar y Sandoval, 1999). De los
extractos obtenidos se tomd la lectura en un equipo de espectroscopia de emision
atomica de induccién por plasma (ICP-VARIAN 725-ES).

13.2.4. Analisis estadistico

Se realizaron pruebas preliminares de datos, entre ellas la de Shapiro-Wilk y
Kolmororov-Smirnov para corroborar que los datos tuvieran una distribucion normal y

las pruebas de Levene, O’Brien y Bartlet para verificar la homogeneidad de varianzas.
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Posteriormente se realizO un analisis de varianza (PROC ANOVA) de los datos
obtenidos. Los datos se analizaron por separado en cada experimento, utilizando como
factores niveles fosfato y niveles de fosfito. La medias fueron comparadas usando la
prueba de Tukey (a < 0.05%), para lo cual se utiliz6 el programa estadistico System
Analytic Statistical, version 9.3 (SAS Institute, 2011).

13.3. RESULTADOS Y DISCUSION
13.3.1. Materia fresca

El peso de materia fresca en Brassica campestris no se vié modificado por la
aplicacién de tratamientos con Pi y Phi, lo cual se ve reflejado en los resultados del
primer experimento (con PAR de 29.7 mol m),en donde podemos observar los datos,
ya sea analizados por factor (Pi y Phi), o por la interaccion de niveles de los factores,
no se generd ninguna diferencia estadistica significativa, al igual que en el segundo
experimento (PAR de 22.2 mol m?) (Cuadro 1).

En Brassica juncea en el experimento con PAR de 29.7 mol m? (Cuadro 2) no se
observaron diferencias estadisticas significativas en resultados de los factores Pi y Phi
al analizarlos por separado, o en la ineracion de sus niveles. Por otro lado en el
experimento con PAR mas baja (22.2 mol m™) se observé que concentraciones en el
factor Pi de 0.5 mM incrementaron significativamente la acumulacién de materia fresca.
También se observé que concentraciones de Phi de 0.1 mM incrementaron la
concentracion de materia fresca. Por otro lado, al analizar la informacién resultante de
la interaccién de los niveles de los factores Pi y Phi, obtuvimos que la interaccion
fosfato-fosfito que incrementd el peso de materia fresca, en realcién a las demas fue
0.5 mM de Pi con 0.1 mM de Phi (Cuadro 2).

Avila et al. (2012) realizaron aplicaciones foliares de Phi (40 uM de Phi via foliar)
afectaron Unicamente el crecimiento de vastago en frijol en la etapa de madurez
fisioldgica cuando se les suministré Pi de manera insuficiente (40 mg de P por dm™ de
suelo), también observaron que cuando se suministré Pi en suficiencia (200 mg de P

por dm® de suelo) no hubo efectos negativos de Phi. Lo cual coincide con los
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resultados del presente experimento, ya que al aplicarse Pi a la solucién nutritiva en

niveles de suficiencia no hubo diferencias estadisticas entre nuestros resultados.

Cuadro 1. Pi, Phi y nivel de radiacién fotosintéticamente activa (PAR) en peso fresco,
peso seco de hojas (PSH), peso seco de hojas sin nervadura central (PSHSN) vy
namero de hojas a cosecha, en plantas de Brassica campestris.

(milAri'Z) (rr? wy  Phi@mM) pl';lrzlta'l) PSH (%)  PSHSN (%) (No.H I(D)I]:r?ta'l)
Efectos simples
29.7 0.5 0.1 212.44 a* 5.07 a 7.53a 65.00 a
0.5 218.18 a 493 a 7.63a 63.33 a
25 218.86 a 490 a 7.43 a 57.43 a
0.1 0.1 249.71 a 4.80 a 7.40 a 65.67 a
0.5 215.73 a 493 a 7.60 a 64.67 a
2.5 177.28 a 537 a 7.57 a 49.90 a
Efectos principales
Pi 0.5 216.50 a 497 a 7.53a 61.92 a
0.1 21424 a 5.03a 7.52a 60.08 a
Phi 0.1 231.08 a 493 a 7.47 a 65.33 a
0.5 216.96 a 493 a 7.62a 64.00 a
25 198.07 a 5.13a 7.50 a 53.67 a
Nivel de
significancia

Pi ns ns ns ns

Phi ns ns ns ns

Pi *Phi ns ns ns ns

Efectos simples
22.2 0.5 0.1 212.13 4.70 6.27 81.55
0.5 224.42 4.57 6.97 82.22
25 213.71 4.53 6.50 80.44
0.1 0.1 206.83 4.30 6.67 76.11
0.5 210.47 4.50 6.40 77.67
25 209.66 4.53 6.60 75.78
Efectos principales
Pi 0.5 216.75 4.60 6.58 81.41
0.1 208.99 4.44 6.56 76.52
Phi 0.1 209.48 4.50 6.47 78.83
0.5 217.45 4.53 6.68 79.95
25 211.68 4.53 6.55 78.11
Nivel de
significancia

Pi ns ns ns ns

Phi ns ns ns ns

Pi*Phi ns ns ns ns

“ Letras iguales o sin letras,

fosfito; PF, peso fresco.

indican que no hay diferencias estadisticas entre tratamientos, ns, no significativo; Pi, fosfato; Phi,
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13.3.2. Materia seca

En Brassica campestris la materia seca se midi6 de dos maneras, una fue porcentaje
de la materia seca de hojas desde la base y la segunda porcentaje de la materia seca
de hojas sin nervadura central, en tal caso las muestras tomadas para ambos
muestreos no fueron del mismo tamafio y es por eso que la materia seca sin nervadura
central siempre sali6 mayor. En ambos casos y en ambos experimentos (29.7 mol m?y
22.2 mol m? de PAR) el porcentajede materia seca no se vié afectado por ninguno de
los dos factores (Pi y Phi), ni su interaccion (Cuadro 1).

El analisis estadistico realizado en Brassica juncea sobre las variables de porcentaje de
materia seca en hojas y porcentaje de materia seca en hojas sin nervadura central,
para el primer experimento (PAR, 29.7 mol m®) mostr6 que no hubo diferencias
estadisticas significativas por los factores Piy Phi, ni por su interaccion (Cuadro 2). Por
otro lado en el segundo experimento (PAR, 22.2 mol m?) mostr6 diferencias
significativas para el factor Phi, encontrando que aplicaciones de 0.1mM de Phi

incrementaron el porcentaje de materia seca en hojas sin nervadura central (Cuadro 2).

En experimento realizados en Brassica rapa, Spinacia oleracea y Lactuca sativa
observaron que el efecto de aplicaciones de Phi foliar depende del estatus de Pi en la
planta y que las plantas con déficit de Pi en el suelo son mas vulnerables a los
diferentes tipos de estrés y pueden presentar efectos negativos en su crecimiento
después de aplicaciones foliares de Phi (Thao et al., 2008a; Thao et al., 2008b; Thao et
al.,, 2009). En nuestro experimento, no se observaron diferencias estadisticas por los

tratamientos de Phi en materia seca.
13.3.3. Numero de hojas

El nimero de hojas por planta a cosecha, no se vio modificado estadisticamente en
Brassica campestris en ninguno de los dos experimentos (PAR de 29.7 mol m?y 22.2
mol m™), por accién de los factores Piy Phi, ni por la interaccién de sus niveles (Cuadro
1). Aunque lo que si se observo fue la presencia de un numero promedio de hojas a

cosecha mayor, en el experimento con la menor PAR (22.2 mol m™, Cuadro 1). Por otro
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lado en Brassica juncea tampoco se observaron diferencias estadisticas significativas

en ninguno de los experimentos y por tanto no se observaron diferencias estadisticas

entre niveles de factores, ni sus interacciones, pero a diferencia de B. campestris, en B.

juncea se mantuvo el promedio de hojas por planta entre los dos experimentos (Cuadro

2).

Cuadro 2. Pi, Phi y nivel de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) en peso de

materia fresca, peso seco de hojas (PSH), peso seco de hojas sin nervadura central

(PSHSN) y numero de hojas en plantas de Brassica juncea.

PAR Pi Phi PF PSH PSHSN Hojas
(mol m?) (mM) (mM) (g planta™) (%) (%) (No. Planta™)
Efectos simples
29.7 0.5 0.1 145.76 a 5.10 a 6.97 a 8.77 a
0.5 145.62 a 5.17 a 6.43 a 8.77 a
2.5 159.39 a 5.07 a 7.33a 9.57 a
0.1 0.1 179.25a 5.03 a 6.53 a 9.33a
0.5 145.82 a 5.10 a 6.70 a 8.57 a
25 141.37 a 5.03 a 6.63 a 9.37a
Efectos principales
Pi 0.5 150.26 a 511 a 6.91 a 9.03 a
0.1 155.48 a 5.06 a 6.62 a 9.09 a
Phi 0.1 162.51 a 5.07 a 6.75 a 9.05a
0.5 145.72 a 5.13a 6.57 a 8.67 a
2.5 150.38 a 5.05a 6.98 a 9.47 a
Nivel de significancia

Pi ns ns ns ns

Phi ns ns ns ns

Pi *Phi ns ns ns ns

Efectos simples
22.2 0.5 0.1 147.00 a 497 a 7.10a 9.44 a
0.5 135.06 ab 483 a 6.60 a 9.11a
25 133.53 ab 490 a 6.97 a 9.11a
0.1 0.1 136.53 ab 493 a 713 a 9.00 a
0.5 123.95 b 490 a 6.67 a 9.56 a
25 101.25 ¢* 5.90 a 6.33 a 8.55 a
Efectos principales
Pi 0.5 138.53 a 490 a 6.89 a 9.22 a
0.1 120.58 b 5.24 a 6.71 a 9.04 a
Phi 0.1 141.77 a 495 a 7.12 a 9.22 a
0.5 12951 b 487 a 6.63 b 9.33a
25 117.39 ¢ 5.40 a 6.65 ab 8.83 a
Nivel de significancia

Pi *hk ns ns ns

Phi *hk ns * ns

Pi *Phi * ns ns ns

* Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos; ns, no significativo; Pi, fosfato; Phi, fosfito; *

significante a p < 0.05; *** significanciaa p < 0.001; PF, peso freco.
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Se realiz6 un conteo de hojas a traves del ciclo de cultivo en B. juncea y B. campestris
en el segundo experimento (con PAR de 22.2 mol m™), en el cual se analizé el efecto
de los factores y su interracién sobre el nimero de hojas en cuatro fechas de muestreo
y en los resultados obtenidos se observé que no hubo diferencias estadisticas entre
tratamientos para B. campestris (Cuadro 3). Por otro lado en B. juncea se observaron
direrencias estadisticas significativas en el muestreo del dia 17 después del trasplante,
obteniendo que aplicaciones de Pi de 0.5 mM en la solucion, incrementaron el niumero
de hojas, por otro lado en el factor Phi se observé que aplicaciones de 0.1 mM
obtuvieron el mayor nimero de hojas. En los resultados de la interaccion de factores se
obtuvo como mejor tratamiento la aplicacion de 0.5mM de Pi con 0.1 mM de Phi, lo cual
nos indica que bajo condiciones de suficiencia de fésforo en forma de fosfato, el fosfito
tiene un buen efecto en esta variable (Cuadro 3).

Cuadro 3. Influencia de la concentracion de Pi y Phi en nimero de hojas en dos

especies de Brassica.

Brassica juncea Brassica campestris
ddt ddt
(ch)>|ArF;'2) (rﬁ,i/l) (m/il) 10 17 24 35 10 17 24 35
Efectos simples
22.2 0.5 0.1 411a 556a 7.22a 944a 6.89a 10.67a 19.89a 8l55a
0.5 389a 544ab 7.11a 91la 7.00a 1156a 30.55a 8222a
25 400a b5.00ab 6.67a 9.1la 711a 11.22a 22.78a 8044a
0.1 0.1 411a 522ab 6.89a 9.00a 6.56a 11.89a 2445a 76.11la
0.5 411a 4.89b 6.34a 9.56a 7.33a 11.78a 2233a 77.67a
25 433a 4.89b* 6.45a 855a 744a 1144a 2589a 7578a
Efectos principales
Pi 0.5 4.00 a 5.33a 7.00a 9.22a 7.00a 11.15a 2441la 8l4la
0.1 4.18 a 5.00 b 6.56a 9.04a 711a 11.70a 2422a 76.52a
Phi 0.1 411 a 539a 7.06a 9.22a 6.72a 11.28a 22.17a 7883a
0.5 400a 517ab 6.72a 9.33a 717a 1167a 26.44a 79.95a
2.5 417a 4.9b 6.56a 8.83a 7.28a 11.33a 2433a 781la
Nivel de significancia

Pi ns ** ns ns ns ns ns ns

Phi ns * ns ns ns ns ns ns

Pi *Phi ns * ns ns ns ns ns ns

“Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos; ns, no significativo; Pi, fosfato; Phi, fosfito; *
significante a p < 0.05; ** significante a p < 0.01; PAR, radiacion fotosintéticamente activa; ddt, dias después del trasplante.
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Carswell et al. (1996) encontrd efectos negativos de Phi, que van desde disminucién en
crecimiento de plantas de Brassica nigra desarrolladas bajo cultivo in vitro, hasta la
muerte. Schroetter et al. (2006); mencionan que el peso de materia seca de plantas de
maiz con deficiencias de P se vio fuertemente disminuido habiendo diferencias
estadisticas significativas al aplicar fosfito. En nuestro experimento siempre se manejo
suficiencia de Pi, y con las dosis suministradas no se observaron efectos negativos en

namero de hojas.
13.3.4. Area foliar

El area foliar se midio en tres fechas después del trasplante (los dias 10, 17 y 24), en el
segundo experimento (PAR 22.2 mol m®) y al analizar los datos para el caso de B.
juncea se obtuvo que no hubo efecto de las aplicaciones de tratamientos sobre el area
foliar (Cuadro 4). Por otro lado en B. campestris en el tercer muestreo (24 ddt) se
observaron diferencias estadiaticas significativas en las interacciones de niveles de los
factores, encontrando que el tratamiento que incrementd el area foliar fue el de la
aplicacion de 0.5 mM de Pi con 0.5 mM de Phi (Cuadro 4).

Ratjen y Gerendés (2009) observaron una disminucioén drastica del crecimiento y de
materia seca de plantas de calabacita al aplicar al suelo fosfito como fuente de P. De
forma similar, Thao et al. (2008a) obtuvieron que en plantas de espinaca aplicaciones
de diferentes relaciones fosfato-fosfito, causaron una disminucién significativa en el
peso seco de la planta con respecto al testigo con fosfato, dicho decremento fue mayor
a medida que se aumentaba la proporciéon de fosfito. Los resultados de los
experimentos anteriormente mencionados difieren de los nuestros, ya que nosotros no
obtuvimos efectos negativos de Phi en area foliar, sino que un tratamiento con 50% de

Pi mas 50% de Phi increment6 el area foliar.
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Cuadro 4. Influencia de la concentracién de Piy Phi en area foliar (m? planta™) de dos

especies de Brassica.

Brassicajuncea Brassica campestris
ddt ddt
PAR Pi Phi
(mol m?) (mM) (mM) 10 17 24 10 17 24
Efectos simples
22.2 0.5 0.1 0.014a 0.038a 0.094a 0.012a 0.024 a 0.050 b*
0.5 0.012a 0.037a 0.094a 0.013a 0.028 a 0.077 a
25 0.015a 0.034a 0.090 a 0.012a 0.029 a 0.053 ab
0.1 0.1 0.015a 0.040a 0.095a 0.011a 0.029 a 0.058 ab
0.5 0.012a 0.037a 0.085a 0.012a 0.026 a 0.051 b
25 0.013a 0.030a 0.076a 0.013a 0.027 a 0.061 ab
Efectos principales
Pi 0.5 0.014a 0.036a 0.092a 0.012a 0.027 a 0.060 a
0.1 0.013a 0.036a 0.086a 0.012a 0.028 a 0.057 a
Phi 0.1 0.014a 0.039a 0.095a 0.011a 0.03a 0.054 a
0.5 0.012a 0.037a 0.090 a 0.013a 0.027 a 0.064 a
25 0.014a 0.032a 0.083a 0.012a 0.028 a 0.057 a
Nivel de significancia
Pi ns ns ns ns ns ns
Phi ns ns ns ns ns ns
Pi *Phi ns ns ns ns ns **

“Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos; ns, no significativo; Pi, fosfato; Phi, fosfito; **
significante a p < 0.01; PAR, radiacion fotosintéticamente activa; ddt, dias después del trasplante.

13.3.5. Fotosintesis, conductancia y transpiracién

Las plantas de B. campestris que tuvieron tratamientos con altas concentraciones de
Phi y bajas de Pi, presentaron cierto nivel de toxicidad, fue por ello que se tomo la
desicion de medir fotosintesis y al observar los resultados encontramos que no hubo
diferencias estadisticas significativas, en la tasa fotosintética y en la transpiracion
(Cuadro 5) de los dos experimentos con diferentes niveles de Phi y Phi, realizados en
B. capestris con dos PAR (29.7 y 22.2 mol m™).

Por otro lado, al observar los resultados obtenidos de las lecturas de conductancia,
observamos que en el experimento con PAR mayor (29.7 mol m™) no se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, ya sea analizandolos como

factor individual o como interaccion de niveles de factores (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Pi, Phi y nivel de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) en fotosintesis,

conductancia y transpiracion de Brassica campestris.

PAR Pi Phi Tasa fotosintética Conductancia Transpiracién

(mol m™) (mM) (mM)  (mmol CO, m?s™) (mol H,O m?s™) (mmol H,O m?s™)

Efectos simples

29.7 0.5 0.1 20.356 a 1.444 a 0.005 a
0.5 19.413 a 1525a 0.005 a
25 20.080 a 1.723 a 0.005 a
0.1 0.1 20.239 a 1.966 a 0.005 a
0.5 19.939 a 2421 a 0.006 a
25 20.430 a 2.368 a 0.005 a
Efectos principales
Pi 0.5 19.950 a 1.564 a 0.005 a
0.1 20.203 a 2.252 a 0.005 a
Phi 0.1 20.298 a 1.705 a 0.005 a
0.5 19.676 a 1.973a 0.005 a
25 20.255 a 2.046 a 0.005 a
Nivel de significancia
Pi ns ns ns
Phi ns ns ns
Pi *Phi ns ns ns

Efectos simples

22.2 0.5 0.1 18.342 a 1.706 a 0.006 a
0.5 15.903 a 0.752 b* 0.003 a
25 16.154 a 0.798 b 0.003 a
0.1 0.1 15.459 a 1.095 ab 0.012 a
0.5 16.450 a 1.020 ab 0.004 a
25 15.382 a 1.317 ab 0.005 a
Efectos principales
Pi 0.5 16.800 a 1.085 a 0.004 a
0.1 15.764 a 1.144 a 0.007 a
Phi 0.1 16.900 a 1.401 a 0.009 a
0.5 16.177 a 0.886 b 0.004 a
25 15.768 a 1.057 ab 0.004 a
Nivel de significancia
Pi ns ns ns
Phi ns * ns
Pi *Phi ns * ns

“Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos; ns, no significativo; Pi, fosfato; Phi, fosfito; *

significante a p < 0.05; ** significante a p < 0.01; PAR, radiacion fotosintéticamente activa; ddt, dias después del trasplante.
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Sin embargo en el experimento realizado con una menor PAR (22.2 mol m?) se
observo un efecto significativo en el factor Phi, observando que aplicaciones de 0.1 mM
de Phi en la soluciébn nutritiva incrementaron significativamente las lecturas de
conductancia. De igual manera en la interaccion de niveles de los factores Pi por Phi se
observaron diferencias significativas, encontrando que el mayor valor de conductancia
se obtuvo de la combinacion de 0.5 mM de Pi con 0.1 mM de Phi, pero
estadisticamente es igual a los tratamientos de 0.1 mM de Picon 0.1, 0.5y 2.5 mM de
Phi; mientras que los valores mas bajos estadisticamente fueron los observados en las
combinaciones de 0.5 mM de Pi con 0.5y 2.5 mM de Phi (Cuadro 5).

Bojovi¢ y Stojanovi¢ (2006) mencionan que el P tiene una alta influencia sobre la
estabilidad de la molécula de clorofila. Ticconi et al. (2001) reportaron en Arabidopsis
gue el Phi de alguna manera altera el color de la hoja, ya que altas concentraciones de
Phi dan como resultado hojas de un color verde mas claro. Estrada-Ortiz et al. (2011)
reportan un incremento en clorofilas a, b y total cuando se aplico en 30% de P en forma

de Phi en el cultivo de fresa, siempre considerando suficiencia de Pi.
13.3.6. Andlisis nutrimental

Al observar los resultados de los andlisis nutrimentales obtuvimos para el caso de B.
juncea, se destaca que en el primer experimento (con PAR de 29.7 mol m?®) se
observaron diferencias estadisticas significativas en el factor Phi observandose un
incremento en la concentracion de fésforo al aplicar 2.5 mM de Phi lo cual era de
esperarse, mientras que para el factor Pi, se observd también un incremento en la
concentracion de fésforo con aplicaciones de 0.1 mM de Pi (Cuadro 6). El resto de los
nutrimentos tanto macro como micronutrimentos no presentaron diferencias

estadisticas significativas en el primer experimento.

En el segundo experimento realizado con B. juncea (con PAR de 22.2 mol m?) a
diferencia del primero, no se observaron diferencias estadisticas significativas en
macronutrimentos para factores ni para interacciones de niveles, sin embargo en

micronutrimentos se observaron diferencias estadisticas significativas para boro,
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encontrando para el factor Pi, que aplicaciones de 0.1 mM de Pi incrementaron
significativamente la concentracién de boro en hojas de B. juncea, de igual manera en
la interaccion de factores se observo que los tratamientos con 0.1 mM de Pi se vid
incrementada la concentracion de boro y en particular en el tratamiento de 0.1 mM de
Pi con 2.5 mM de Phi (Cuadro 6).

En el Cuadro 7 observamos los resultados obtenidos en B. campestris y se puede ver
que en éste cultivo, en el primer cliclo (con PAR de 29.7 mol m™) los factores Pi y Phi
asi como sus interacciones no influyeron de manera significativa en la concentracion de

micro y macronutrimentos.

Sin embargo en el segundo experimento realizado en B. campestris cuando se tuvo
una PAR de 22.2 mol m?, se observaron diferencias estadisticas significativas para el
factor Phi obteniéndose una mayor concentracion de fésforo cuando se aplico 2.5 mM
de Phi. Al observar las interacciones de los niveles de los factores Pi por Phi, se
observd que la mayor concentracion de fosforo se vio al aplicar en la solucién nutritiva
0.1 mM de Pi con 2.5 mM de Phi, sin embargo no hubo diferencias significativas con las
aplicaciones de 0.5 mM de Pi con 0.1, 0.5 y 25 mM de Phi, en el resto de
macronutrimentos no se detectaron diferencias estadisticas significativas (Cuadro 7).
En B. camestris no se encontraron diferencias estadisticas significativas para algunos
micronutrimentos como Fe, Cu y B en el segundo experimento, sin embargo Mn y Zn
presentaron diferencias estadisticas entre tratamientos. En Zn se encontré que para el
factor Pi la concentracion de 0.1 mM incremento la concentracion de Zn y en el factor
Phi la concentracion de 2.5 mM fue la que obtuvo mayores concentraciones de Zn; en
la interaccion de factores, se observo que la combinacion de 0.1 mM de Pi con 2.5 mM
de Phi incrementd la concentracion de Zn significativamente. En Mn se encontro algo
opuesto a Zn, ya que concrentraciones de 0.5 mM de Pi incrementaron
significativamente la concentracion de Zn al igual que 0.1 mM de Phi; en la interaccion
de niveles de factores se observo que la concentracion de 0.5 mM de Picon 0.1, 0.5y
2.5 mM de Phi incrementaron la concentracion de Mn sin haber diferencias estadisticas
significtivas entre ellas y tampoco con el tratamiento de 0.1 mM de Pi con 0.1 mM de

Phi (Cuadro 7).
270



Capitulo 13

Avila et al. (2012) encontraron que bajo condiciones de suficiencia de P, al adicionar
Phi en concentraciones altas en frijol (50 y 100 mg de Phi dm™ de suelo seco),
observaron un incremento de N, Ca, Mg, S, B, Zn, Cu, Mn en vastago, mencionan
también que en las mismas condiciones pero suministrando bajas concentraciones de
Phi (0, 3.125, 6.25, 12.5 y 25 mg de Phi dm™ de suelo seco) no observaron incremento
en concentracion de nutrimentos. Ratjen y Gerendas (2009) observaron que las

aplicaciones de Phi via fliar incrementaron la concentracion de P y K en tejido vegetal.
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Cuadro 6. Influencia de la concentracion de Pi y Phi y nivel de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) en

concentracion nutrimental en vastago de Brassica juncea.

PAR Pi Phi N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B
(mol m?) (mM) (mM) (g kg™ PS) (mg kg™ PS)
Efectos simples
29.7 0.5 0.1 4210 a 481a 1345a 23.86a 6.26a 6.33a 90.81a b5.33a 35.76a 89.79 a 97.76 a
0.5 39.66 a 4.36 9.88a 1858a 4.78a 5.63a 49.77a 425a 29.73a 75.74 a 85.68 a
2.5 45.34 a 6.02 12.36a 20.24a 4.48a 564a 91.59a 5.8la 47.02a 102.47a 100.14 a
0.1 0.1 41.33 a 6.21 12.25a 24.29a 5.86a 5.80a 146.31a 6.08a 36.73a 88.67 a 91.84 a
0.5 44.07 a 7.54 10.07a 21.38a 528a 5.64a 13191a 527a 34.77a 89.71a 93.04 a
2.5 4152 a 8.16 12.08a 2456a 4.76a 5.87a 131.59a 5.07a 4264a 12543a 101.95 a
Efectos principales
Pi 0.5 42.37 a 5.06 b* 11.90a 20.90a 5.17a 5.87a 77.39a 5.13a 275l1la 89.34 a 9453 a
0.1 42.30 a 7.30 a 11.13a 23.41a 530a 577a 136.60a 5.47a 38.05a 101.27a 95.61 a
Phi 0.1 41.71 a 551b 12.35a 24.08a 6.06a 6.07a 11856a 5.71a 36.24a 89.23 a 94.80 a
0.5 41.86a 5.95ab 9.98a 19.98a 5.03a 563a 90.84a 4.76a 32.25a 82.73 a 89.36 a
2.5 43.43 a 7.09 a 12.22a 22.40a 4.62a 576a 111.59a 544a 4483a 113.95a 101.04 a
Nivel de significancia
Pi ns rkk ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Phi ns * ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Pi *Phi ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Efectos simples
22.2 0.5 0.1 43.55 a 5.30a 2058a 19.24a 34la 493a 96.11a 3.69a 34.62a 76.17 a 87.63c
0.5 41.17 a 5.40 a 19.59a 20.87a 3.84a 4.88a 57.45a 4.4l1a 36.42a 7124 a 88.86 abc
25 45.69 a 6.66 a 1955a 17.83a 3.47a 557a 58.65a 4.61a 130.34a 67.97a 82.37c
0.1 0.1 46.39 a 4.78 a 1742a 19.71a 3.5la 579a 84.79a 4.30a 442la 7220 a 88.49 abc
0.5 45.58 a 4.89 a 16.02a 19.17a 3.63a 5.12a 74.16a 3.45a 43.13a 62.32 a 101.82 ab
25 42.79 a 6.76 a 17.11a 20.27a 3.66a 4.87a 86.34a 4.49a 4560a 64.27 a 107.12 a
Efectos principales
Pi 0.5 43.47 a 5.79a 1991a 19.31a 357a 5.13a 70.73a 4.24a 67.13a 71.79 a 86.29 b
0.1 44.92 a 547 a 16.85a 19.71a 3.60a 5.26a 8l.76a 4.08a 443la 66.26 a 99.15a
Phi 0.1 4497 a 5.04 a 19.00a 19.47a 3.46a 536a 90.45a 399a 394la 74.18 a 88.06 a
0.5 43.37 a 514 a 17.81a 20.02a 3.73a 5.00a 65.80a 3.93a 39.78a 66.78 a 95.34 a
2.5 44.24 a 6.71 a 18.33a 19.05a 356a 522a 7250a 455a 8797a 66.12 a 94.75 a
Nivel de significancia
Pi ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns *x
Phi ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Pi *Phi ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns *

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos; ns, no significativo; Pi, fosfato; Phi, fosfito; * significante a p < 0.05; ** significante a p < 0.01; ***
significante a p < 0.001; PAR, radiacién fotosintéticamente activa; PS, peso seco.
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Cuadro 7. Influencia de la concentracion de Pi y Phi y nivel de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) en
concentracion nutrimental en vastago de Brassica campestris.
PAR Pi Phi N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B
(mol m?) (mM) (mM) (g kg™ PS) (mg kg™ PS)
Efectos simples
29.7 0.5 0.1 4186a 4.72a 9.890a 29.02a 5.09a 6.78a 91.99a 3.08a 32.79a 113.27 a 80.34 a
0.5 38.85a 558a 9.76a 28.39a 522a 7.16a 67.79a 3.69a 21.23 a 119.82 a 96.51 a
25 43.72 a 6.78 a 11.40a 30.34a 4.66a 6.46a 69.54a 3.87a 27.07 a 127.38 a 9791 a
0.1 0.1 43.37 a 4.57 a 8.02a 2532a 411a 586a 77.08a 3.03a 29.24 a 103.39 a 70.37 a
0.5 4041 a 573 a 940a 2560a 447a 6.42a 114.39a 4.06 a 47.02 a 114.98 a 90.24 a
2.5 4500a 7.53a 12.01a 26.00a 4.19a 6.09a 116.45a 4.22a 45.48 a 12893a 115.80a
Efectos principales
Pi 0.5 41.48a 5.69a 10.35a 29.25a 4.99a 6.80a 76.44a 354a 27.03 a 120.16 a 91.58 a
0.1 42.93 a 594 a 98la 2564a 426a 6.12a 102.64a 3.77a 40.58 a 115.77 a 92.14 a
Phi 0.1 42.62a 4.64a 8.95a 27.17a 460a 6.32a 8454a 3.05a 31.02a 108.33 a 75.35a
0.5 39.63a 5.66a 9.58a 27.00a 4.85a 6.79a 91.09a 3.87a 34.13 a 117.40 a 93.37a
2.5 4436a 7.16a 11.71a 28.17a 4.42a 6.27a 93.00a 4.04a 36.28 a 128.15a 106.86 a
Nivel de significancia

Pi ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Phi ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Pi *Phi ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Efectos simples
22.2 0.5 0.1 52.02a 553ab 21.95a 33.48a 4.44a 6.63a 95.77a 3.48a 29.23¢c 101.46 a 96.64 a
0.5 46.27a 5.89ab 17.80a 31.33a 4.11a 6.53a 93.76a 3.98a 41.45abc 102.44 a 91.48 a
25 4847a 6.26ab 20.24a 29.17a 3.80a 6.4l1la 123.23a 3.86a  40.82bhc 84.31 ab 95.02 a
0.1 0.1 51.84a 432b 2064a 31.34a 4.10a 7.12a 146.57a 358a 43.58ab 107.30a 101.34a
0.5 52.42a 468b 20.24a 25.10a 3.43a 599a 130.61a 4.14a 39.93bc 70.03 b 109.99 a
25 52.30a 7.45a 19.62a 24.34a 3.35a 6.07a 103.38a 4.10a 54.79 a 68.63 b 123.20 a
Efectos principales
Pi 0.5 48.92a 5.89a 20.00a 31.33a 4.1la 6.52a 104.25a 3.77a 37.17b 96.07 a 94.38 a
0.1 52.19a 5.48a 20.17a 26.93a 3.63a 6.39a 126.85a 3.94a 46.10 a 81.99 b 11151 a
Phi 0.1 51.93a 492b 21.29a 324la 427a 6.87a 121.17a 3.53a 36.41b 104.38 a 98.99 a
0.5 49.34a 528b 19.02a 2822a 3.77a 6.26a 112.18a 4.06a  40.69 ab 86.24 b 100.73 a
25 50.39a 6.86a 19.93a 26.75a 3.57a 6.24a 113.31a 3.98a 47.80 a 76.47 b 109.11a
Nivel de significancia

Pi ns ns ns ns ns ns ns ns *x * ns

Phi ns i ns ns ns ns ns ns *x *x ns

Pi *Phi ns * ns ns ns ns ns ns * * ns

“Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos; ns, no significativo; Pi, fosfato; Phi, fosfito; * significante a p < 0.05; ** significante a p < 0.01;

PAR, radiacion fotosintéticamente activa; PS, peso seco.
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13.4. CONCLUSIONES

En B. campestris las relaciones Pi-Phi no afectaron la acumulacion de numero de

hojas, peso de materia fresca y seca.

Aplicaciones de 0.5 mM de Pi con 0.1 mM de Phi incrementan la conductancia bajo una

PAR de 22.2 mol m? en B. campestris.
Aplicar 0.5 mM de Pi con 0.5 mM de Phi incrementa el area foliar en B. campestris.

Aplicaciones de 0.1 mM de Pi con 2.5 mM de Phi incrementa la concentracion de Zn en

vastago de B. campestris.

Relaciones Pi-Phi no afectaron la acumulacién de materia seca y niumero de hojas en

B. juncea.

Aplicaciones de 0.5 mM de Pi con 0.1 mM de Phi incrementa la materia fresca y
namero de hojas en el dia 17 después del trasplante en B. juncea cuando se tiene una
PAR de 22.2 mol m™,

Concentraciones de Phi de 2.5 mM incrementan la concentracion de fésforo en vastago
bajo una PAR de 29.7 mol m™.
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CAPITULO 14. CONCLUSIONES GENERALES
14.1. Lechuga

14.1.1. Fosfito en la solucidn nutritiva

El suministro de Phi en la solucién nutritiva a una concentracién de 0.25 mol, m=,
bajo condiciones de suficiencia de Phi en lechuga, incrementa la actividad
antioxidante total, fenoles totales, azlcares totales, aminoacidos libres totales y
proteinas solubles totales, sin afectar materia fresca y seca del cultivo. Por el
contrario, la adicion de Phi en la solucién nutritiva ocasiond un efecto negativo en

la concentracion de acido ascorbico.

14.1.2. Fosfito via foliar

Aplicaciones foliares de 0.25% Phi en lechuga, incrementan el peso de materia
fresca de bola, de la misma manera incrementa la actividad antioxidante de hojas

de lechuga.

La aplicacién de Phi foliar en lechuga incrementa la concentracion de clorofila a, b

y total, obteniendo mejores resultados al asperjar 0.25% de Phi.

La aspersion foliar de Phi a una concentracion de 0.75% en lechuga incrementa la

concentracion de flavonoides totales.
14.2. Acelga

14.2.1. Fosfito en la soluciéon nutritiva

Aplicaciones de 0.25 mol. m® de Phi en la solucién nutritva en acelga,
incrementan la actividad antioxidante, la concentracion de fenoles totales y

clorofila a y total en hojas de acelga.
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Aplicar cantidades superiores a 0.25 mol. m™ de Phi en la solucién nutritiva
disminuye la materia fresca de vastago y la materia seca de raiz en acelga.
Aplicaciones de 0.50 mol. m™ de Phi en la solucién nutritiva en acelga disminuyen

la materia seca de vastago.

Se observd que aplicaciones de Phi en la solucidn nutritiva disminuyen la
concentracion de flavonoides totales y proteinas solubles totales en hojas de
acelga.

14.2.2. Fosfito via foliar

Aplicaciones de 0.25% de Phi via foliar en acelga incrementan la concentracion de

aminoacidos libres totales, asi como la mayor concentracién de N en vastago.

Asperjar concentraciones de 0.50% de Phi en acelga promueve el incremento de
concentraciones en actividad antioxidante total, fenoles totales, asi como de

flavonoides totales.

Concentraciones de 0.75% de Phi via foliar incrementan la concentracion de acido

ascorbico en hojas de acelga.

Aplicaciones de Phi via foliar superiores a 0.25% en acelga disminuyen la
acumulacion de materia fresca en vastago, materia seca en raiz, concentracion de

proteinas solubles totales.
14.3. Col

14.3.1. Fosfito en la solucién nutritiva

Aplicaciones de 0.25 mol. m?3 en la solucién nutritiva, incrementan la

concentracion de proteinas solubles totales en hojas de col. Asi mismo,
concentraciones iguales o superiores a 0.25 mol; m™ en la solucién nutritiva,
incrementan la actividad antioxidante total, concentracion de fenoles totales, acido

ascorbico, azucares totales en hojas y K en vastago de col.
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Por otro lado concentraciones iguales o superiores a 0.25 mol. m™ en la solucion
nutritiva disminuyen materia fresca en vastago, concentraciones de aminoacidos

solubles totales, asi como N y Na en raiz y Fe y Mn en vastago.

14.3.2. Fosfito via foliar

Aplicaciones foliares de Phi en col, incrementan la concentracion de acido

ascorbico en hojas.

Aplicaciones de Phi en concentraciones de 0.25% incrementan la concentracion

de clorofilas a, b y totales.

Al realizar aplicaciones foliares de Phi de 0.50% se incrementa el volumen de raiz

y materia fresca y seca de vastago.

La concentracion de flavonoides totales, proteinas solubles totales, Fe en vastago
y actividad antioxidante en hojas de col se ve disminuida con aplicaciones foliares
de Phi.

14.4. Apio

14.4.1. Fosfito en la solucidn nutritiva

Aplicaciones de 0.25 mol. m?> de Phi en la solucién nutritiva incrementan la
concentracion de fenoles totales y clorofila b en hojas, asi como de P, Fe y Na en

vastago de apio, pero disminuyen la concentracién de aminoéacidos libres totales.

2 incrementan la

Aplicaciones de Phi en la solucion nutritiva de 0.50 mol; m
actividad antioxidante total y la concentracion de proteinas solubles totales en
hojas, asi como la concentracion de P en vastago de apio, pero al mismo tiempo
disminuyen la acumulacion de materia fresca y seca, asi como la concentracion de

Ca, Mg, Sy Cu de vastago de apio.
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14.4.2. Fosfito via foliar

Aplicaciones de 0.25% de Phi via foliar en apio incrementan la concentracion de
clorofilas a, b y total en hojas.

Aplicar Phi en concentraciones de 0.50% en apio, incrementan fenoles totales y
actividad antioxidante total, pero en cantidades superiores la disminuyen. Mientras
que aplicaciones foliares superiores a 0.50% de Phi via foliar disminuyen el
volumen de raiz y materia fresca y seca de vastago, asi como fenoles totales en

hojas.

Aplicaciones foliares de 0.75% incrementan la concentracion de proteinas solubles

totales.

De manera general, aplicaciones foliares de Phi en apio incrementan la

concentracion de azucares totales en hojas.
14.5. Fuente de fosfito en lechuga

14.5.1. Fosfito en la solucidn nutritiva

Aplicaciones de Phi en forma de acido fosforoso en la solucién nutritiva en
lechuga, incrementan la materia seca de raiz y vastago con respecto a

aplicaciones con fosfito de sodio.

Aplicaciones de acido fosforoso en la solucion nutritiva a concentraciones de 1
mol; m=> de Phi, incrementan la materia seca de raiz, asi como la tasa de

crecimiento absoluto en el periodo del dia 32 a 35 después de la siembra.

Aplicar fosfito de sodio a la solucién nutritiva en concentraciones de 0.5 mol, m™
de Phi, incrementa la tasa de crecimiento relativo y absoluto en el periodo del dia

32 a 39 después de la siembra.
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14.5.2. Fosfito via foliar

Aplicaciones foliares de &cido fosforoso a una concentracion del 2% y un pH de 5,

incrementan a concentracion de N en raiz y N y Na en vastago.

Aplicaciones foliares de fosfito de sodio al 2% incrementan la concentracion de S'y

Na en vastago.

La fuente y la concentracion de Phi, no influyen en materia seca de raiz y vastago,
namero de hojas, area foliar, lecturas Spad, tasa de crecimiento absoluto y relativo

de lechuga.

14.6. Brassica campestris cv. Mibuna Early

En B. campestris las relaciones Pi-Phi no afectaron la acumulacion de niamero de

hojas, peso de materia fresca y seca.

Aplicaciones de 0.5 mM de Pi con 0.1 mM de Phi incrementan la conductancia
bajo una PAR de 22.2 mol m™.

Aplicar 0.5 mM de Pi con 0.5 mM de Phi incrementa el area foliar.
14.7. Brassica juncea cv. Red Giant

En B. campestris las relaciones Pi-Phi no afectaron la acumulacion de niamero de

hojas, peso de materia fresca y seca.

Aplicaciones de 0.5 mM de Pi con 0.1 mM de Phi incrementan la conductancia
bajo una PAR de 22.2 mol m™.

Aplicar 0.5 mM de Pi con 0.5 mM de Phi incrementa el area foliar.

Relaciones Pi-Phi no afectaron la acumulacion de materia seca y niumero de hojas

en B. juncea.
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Tanto para B. campestris como para B. juncea, se pudo observar que las
deficiencias de Pi tienen un efecto positivo en la acumulacion de algunos
flavonoides y GLS, principalmente bajo alta PAR; y que bajas PAR tienden a
disminuir concentraciones de flavonoides y GLS. Puesto que el Phi no es
metabolizado por la planta, sus aplicaciones tienden a incrementar deficiencias de
Pi, por lo que favorece el incremento de algunos flavonoides y GLS como posible

mecanismo de defensa a estrés.
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