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RESUMEN

El cultivo de ajo ‘Coreano’ requiere acumular 550 horas de frio (<5°C) para inducir una
correcta bulbificacion y obtener una adecuada calidad de los bulbos. No obstante, otros factores
como el fotoperiodo, el régimen de fertilizacion y las practicas de cultivo, son también
determinantes. Para superar la falta de horas de frio, e inducir el proceso de bulbificacion, es
posible aplicar reguladores de crecimiento con efecto antigiberelico, o con actividad
microtubular disruptora que han demostrado favorecer la bulbificacion. El objetivo del presente
trabajo fue determinar el efecto de la aplicacion de paclobutrazol (PBZ), inhibidor de la
biosintesis de giberelinas, y metil jasmonato (MeJA), inductor de la tuberizacion y del
crecimiento radial, sobre la bulbificacion de ajo cv. ‘Coreano’. Se utilizd un disefio en bloques
completamente aleatorizado con tres repeticiones, considerando dos factores de estudio con tres
niveles cada uno: tipo de regulador de crecimiento (PBZ 1000 ppm, MeJA 250 ppm Yy agua
como control), y fecha de aplicacion de los reguladores (marzo, abril y marzo+abril). Se
efectuaron siete muestreos a lo largo del ciclo de cultivo, evaluadndose las variables fenoldgicas,
concentracion de giberelinas en bulbos de ajo por HPLC-PDA a 205 nm y concentracion de
glucosa+fructosa (G+F), sacarosa y fructanos por métodos espectrofotométricos (DNS y
PAHBAH) y enzimaticos (Kit enzimatico K-Fruc, Megazyme). La aplicacion de PBZ redujo
17.59 cm la altura de las plantas. Aunque no hubo diferencias estadisticas en el didmetro de
bulbo, los tratamientos MeJA en marzo (Mm) y PBZ en marzo+abril (Pma) disminuyeron 3 cm
el didmetro del cuello y aumentaron el indice de bulbificacion (IB = 2.93 y 2.75,
respectivamente). Los reguladores no mostraron efecto en el rendimiento total de la cosecha,
registrandose una media de 10.4 a 13.2 ton/ha. Se determinaron dos fracciones con actividad de
giberelina (F2 y F3) en los bulbos. En todos los tratamientos se encontré un contenido de F3
cuatro veces mayor que F2. Los reguladores no tuvieron efecto en el contenido de G+F y
sacarosa pero si sobre fructanos, el tratamiento Pma generd mayor contenido de fructanos. Mm
disminuyd la concentracion de F2 y F3 y aument6 el contenido de fructanos (43.24 g/100 g
m.s) coincidiendo con el mayor IB (2.93). Sin embargo, Pma registré el mayor contenido de
fructanos (50.80 g/100 g m.s). PBZ y MeJA parecen inducir la bulbificacion aunque su accion
se vio reducida debido a un inadecuado régimen de fertilizacion.

Palabras clave: reguladores de crecimiento, bulbificacion, fertilizacion, giberelinas,
fructanos.



SUMMARY

’Coreano’ garlic crop needs to accumulate 550 chilling hours (<5°C) in order to induce an
accurate bulbification process and reach a proper quality in bulbs. However, factors such as
photoperiod, fertilization regimen and cultural practices are also determinant. To get
through lack of chilling hours and promote bulbification it is possible to apply growth
regulators with a negative effect on gibberellins or microtuber breakage activity that have
been proven to stimulate bulbification. The aim of this work was to determine the effect of
paclobutrazol (PBZ) application, a gibberellin biosynthesis inhibitor and methyl jasmonate
(MeJA), a tuber-inducing substance and radial expansion promoter, on bulbification in
garlic cv. ‘Coreano’. A completely randomized block design with three replications was
used, considering two factors with three levels each one: growth regulator type (PBZ 1000
ppm, MeJA 250 ppm and water as control), and regulator application date (march, april and
march+april). During cultivation seven samplings were made, to measure phonological
variables, gibberellin content in garlic bulb using HPLC-PDA at 205 nm and
glucose+fructose (G+F), sucrose and fructans content by spectrophotometric and enzymatic
methods (PAHBAH, DNS and Megazyme Enzymatic Kit, K-Fruct). PBZ application
diminished 17.59 cm the plants height. In spite of the fact that there were no statistical
difference in bulb diameter, MeJA in march (Mm) and PBZ in march+april (Pma) treatments
reduced 3 cm pseudo stem diameter and increased bulbing index (Bl = 2.93 and 2.74,
respectively). Growth regulators did not show an improvement in total yield (10.4 - 13.2 ton/ha
as an average). Two fractions (F2 and F3) displaying gibberlin-like activity were determined in
garlic bulbs. Treatments altogether showed an F3 content fourfold higher than F2. Growth
regulators did not have effect on G+F and sucrose content but did on fructanos, PBZ applied in
march+april raised fructans content. Mm reduced F2 and F3 concentration and increased
fructans content (43.24 ¢g/100 g dry weight) these results matched with the highest BI.
However, Pma showed the highest fructan content (50.80 g/100 dry weight). PBZ and MelJA
appear to induce bulbification although their action was abated due to an inadequate fetilization
regimen.

Key words: growth regulators, bulbification, fertilization, gibberellin, fructans.
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I. INTRODUCCION

El ajo (Allium sativum L.) es una especie monocotiledonea de la familia Alliaceae
y su origen se remonta a Asia Central. En la actualidad el ajo existe bajo cultivo y su
reproduccion es vegetativa, a través de sus bulbillos o dientes (Heredia, 2000). México
ocupo el 21° lugar a nivel mundial con 58,065 ton, mientras que China ocupé el primer
lugar con 19,234,134 ton (FAOSTAT, 2011). A pesar de ello, en el mercado internacional

el ajo mexicano es muy apreciado por ser considerado un producto de alta calidad.

Las principales caracteristicas que definen la calidad de esta hortaliza son el
tamafio de los bulbos, su forma regular, firmeza, ausencia de defectos; siendo mas
cotizados aquellos bulbos de mayor calibre y libres de defectos. Es por ello que en los
ultimos afos se han realizado diversos estudios con la finalidad de determinar y tratar de
controlar los factores que permiten que el cultivo tenga un mayor porcentaje de calibres
considerados de buena calidad, ya sea aplicando tratamientos a bajas temperaturas o
utilizando reguladores del crecimiento (Vazquez-Barrios, 2005; Galaz-Pérez, 2008; Utrilla-
Véazquez, 2008).

De manera general se sabe que la presencia de dias frios y fotoperiodos cortos
durante las primeras etapas del desarrollo, seguidos de dias con mayores temperaturas y
mayores fotoperiodos son factores determinantes en la bulbificacion (Avila, 2007). Lopez-
Hernandez (2010) determind que se requiere de 550 h de frio para que la bulbificacion sea

inducida en ajo coreano.

Las variaciones climatoldgicas que se presentan cada afio en las zonas de cultivo y
el régimen de fertilizacién producen cambios en el crecimiento del bulbo y su rendimiento.
A pesar de que se conocen técnicas de cultivo que favorecen el tamafio de los bulbos, como
lo es el proveer de los requerimientos nutricionales adecuados; cuando los factores
climatologicos no se satisfacen, se presentan altas incidencias de bulbos no diferenciados o
“acebollados”. En la cosecha 2011-2012 los productores de la region de Cosio,
Aguascalientes registraron pérdidas desde 30 a 50% en la produccién total. Debidas a que

las condiciones climatoldgicas fueron poco favorables para el cultivo, impidiendo que se
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alcanzaran el nimero de horas de frio requeridas (>550 h a 5°C) para que la diferenciacion
de los bulbos ocurriera. Esto genero bulbos de ajo “acebollados”, es decir, bulbos de ajo no

diferenciados que carecen de cualquier tipo de valor comercial en el mercado.

El proceso de formacion del bulbo esta determinado tanto por factores ambientales
(temperatura y fotoperiodo), asi como por la presencia de fitohormonas que regulan su
desarrollo, tal es el caso de las giberelinas (GAs), el acido abscisico (ABA) y el éacido
jasmonico (JA). La presencia de estas fitohormonas puede verse afectada por la variacion
de la temperatura, o bien por un exceso de nitrégeno durante la fertilizacion, provocando un
retraso en el desarrollo de la planta (Utrilla-VVazquez, 2008). Por ello es posible que
mediante el uso de antagonistas de estas fitohormonas o la aplicacion de ellas en
determinado momento del ciclo de cultivo, se pudiera forzar la formacion y diferenciacion
del bulbo. Los jasmonatos son fitohormonas lipidicas que actian como sefializadores de las
plantas en respuesta a situaciones de estrés y participan en diversos procesos de desarrollo
tales como la tuberizacion, la maduracion de frutos, la senescencia, entre otros (Creelman y
Mullet, 1997b). El paclobutrazol (PBZ) por su parte es un compuesto que inhibe la sintesis
de giberelinas, cuyo rol principal es la estimulacion de la elongacién de las células. Cuando
la produccion de giberelinas se ve inhibida, la division celular ocurre; sin embargo las
nuevas células no se elongan (George, 2008). Se ha demostrado ademas que la aplicacion
de PBZ incrementa la produccion de acido abscisico y de clorofila, ambos compuestos

benéficos para el crecimiento de las plantas (Chaney, 2005).

Con base en lo anterior, el objetivo de éste trabajo fue determinar el efecto de la
aplicacion en suelo de paclobutrazol (PBZ) y metil jasmonato (MeJA) sobre la
bulbificacion y la calidad del ajo (Allium sativum L.) cv ‘Coreano’.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Taxonomia del ajo

Allium es un género de la familia Alliaceae que pertenece al orden de las
Asparagales en la division de las monocotiledéneas (Brewster, 1994). Este género se
distribuye en zonas templadas, calido-templadas y boreales del hemisferio norte. En areas
tropicales estd confinado a las &reas montafiosas. En Eurasia, la region con mayor
diversidad de especies, se encuentran desde el Este del Mediterraneo hasta la parte central
de Asia y por el norte de Irdn, Afganistan, Pakistan, Tajikstan, noreste de China, Mongolia
y el sur de Siberia. Un centro de menor diversidad se localiza al oeste de Norte América
(Brewster, 1994). Miembros de dicho género incluye diversos cultivos de gran importancia
econdmica teles como ajo (A. sativum), cebolla (A. cepa), cebollines (A. ascalonicum),

chalote (A. oschaninii), poro (A. ampeloprasum) entre otros (Odeny y Narina, 2011).

El género comprende tanto plantas perennes de vida corta y larga con la
particularidad de que presentan 6rganos de almacenamiento (Fritsch y Friesen, 2002). Los

Organos tipicos de almacenamiento son rizomas, raices y bulbos.

2.2 Morfologia de la planta de ajo

Es una planta herbacea erecta de 30 a 60 cm de altura y de raices adventicias
superficiales. Posee bulbos compuestos por un tallo discoidal, hojas escamosas secas y
delgadas, que constituyen la base de las hojas fotosintéticamente funcionales (hojas aéreas),
y bulbillos o “dientes” formados de yemas axilares de las hojas funcionales mas jovenes
(Figura 1). Las hojas aéreas son aplanadas, solidas, con 2.5 cm o menos de ancho, plegadas
en forma longitudinal. Estas varian en nimero, pero generalmente son menos de 10. Un
extremo de la hoja es afilada y el otro se encuentra cubriendo la base del pseudo tallo
(Purseglove, 1985; Bell y Bryan, 1991). Los bulbillos o dientes son producidos en la axila

de la hoja, hacia el interior del bulbo en el cual la hoja diverge (Mann, 1952).



Figura 1. Estructura de una planta de ajo

2.2.1 Estructura y composicion del bulbo

Los bulbos estan envueltos por tinicas membranosas o tépalos libres. Pueden estar
conformados por una unidad larga o por pequefias unidades, formando agrupaciones
(clusters) que van desde tamafios de 2-3 mm hasta 8-10 cm de diametro.

El bulbo desarrollado presenta un tallo comprimido en forma de disco, plato o
menisco (disco basal), donde se apoyan las hojas, muchas de las cuales estan fuertemente
modificadas. En algunos ecotipos el tallo se prolonga en forma de escapo y puede o no
emerger de entre el falso tallo (pseodo tallo) compuesto por la porcién superior de las
vainas de las hojas con lamina. Dicho escapo puede rematar en una inflorescencia en forma
de umbela que tiene flores (por lo general estériles), las que pueden ser reemplazadas por
bulbillos aéreos. Solo algunos ecotipos son capaces de dar semillas verdaderas (Burba,
2003).

El falso tallo y las hojas con sus laminas planas y cerosas son responsables de la
arquitectura de la planta (Figura 2). Apoyadas sobre el disco se encuentran las hojas
estériles 0 no dentadas (aquellas que envuelven el bulbo y no poseen “dientes” en sus

axilas), y hojas fértiles o dentadas (que poseen “dientes” en sus axilas). (Burba, 2003)



Tallo floral

"diente” _
(bulbillo)

Tallo anual ("disco')

Hojas "no dentadas"™
/’ (estériles)

Hojas "dentadas"™ /
(fértiles)

Figura 2. Estructura de un bulbo de ajo desarrollado

Las hojas envolventes del bulbo son generalmente blancas cuando ya se
encuentran secas 0 poseen vetas con tintes violaceos. Tanto estos pigmentos como los de

los bulbillos son responsables de la denominacion comercial de los ajos (Burba, 2003).

El bulbo de ajo es un érgano de reserva; dado que la planta no produce semilla, se
propaga de manera vegetativa (reproduccién agamica) a través de la siembra de los
bulbillos o “dientes” (LOpez-Hernandez, 2010). En la axila de cada tinica se desarrollan de
dos a cinco yemas colaterales que formaran los bulbillos, cada uno con una sola tunica

carnosa alrededor de la yema terminal (Gonzélez y Arbo, 2006).

La composicion quimica de los bulbillos de ajo depende de la variedad,
condiciones de cultivo y del estado fisico del ajo. De manera general el bulbo de ajo
constituye una fuente rica de carbohidratos, proteinas y potasio. Contiene agua (62 a 68%),
carbohidratos (26 a 30%), proteina (1.5 a 2.1%), aminoacidos (1.0 a 1.5%), compuestos
organosulfurados (1.1 a 3.5%) y fibra (1.0 a 1.5%), en base humeda (Koch y Lawson,
1996). Ademas contiene minerales como yodo, magnesio, fdsforo, calcio y selenio;

vitaminas como tiamina, vitamina Bg y vitamina C (Tabla 1).
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Tabla 1. Composicion del ajo

Componente Por_porcién Por diente
comestible (100 g) (509)
Aporte energético (Kcal) 116 4
Proteinas () 53 0.2
Lipidos totales (g) 0.4 0.0
AG saturados (g) 0.089 0.003
AG monoinsaturados (g) 0.011 0.000
AG poliinsaturados (g) 0.249 0.009
-3 (9) 0.020 0.001
-6 (9) 0.229 0.009
Colesterol (mg) 0.0 0.0
Carbohidratos (g) 23 0.9
Fibra (g) 1.1 0.0
Agua (g) 70.3 2.7
Calcio (mg) 14 0.5
Hierro (mg) 1.5 0.1
Yodo (1g) 94 3.6
Magnesio (mg) 25 1.0
Zinc (mg) 1.0 0.0
Sodio (mg) 19 0.7
Potasio (mQ) 529 20.1
Fosforo (mg) 134 51
Selenio (ug) 20 0.1
Tiamina (mg) 0.16 0.01
Riboflavina (mg) 0.02 0.00
Equivalentes Niacina (mg) 1.3 0.0
Vitamina Bg (mg) 0.38 0.01
Acido folico (ug) 5.0 0.2
Vitamina C (mg) 11.0 0.4
Vitamina A: Eg. Retinol (ug) Trazas Trazas
Vitamina E (mg) 0.01 0.0

(Fuente: USDA, 2007 y Moreiras et al., 2007)

A nivel bioquimico, en el ajo hay glaicidos condensados del tipo fructanos y los
glutamil dipéptidos con radicales de azufre. Entre estos ultimos se encuentran el acido
glutdmico y el sulfoxido de alicisteina o aliina. Este compuesto proporciona el aroma

caracteristico del ajo. La aliina es convertida a aliicina, piruvato y amoniaco a través de la



enzima aliinasa. La aliicina (S-alil tiosulfinato) es el componente principal responsable del
sabor del ajo fresco (Utrilla-Vazquez, 2008). Ademas tiene azlcares libres como fructosa,
glucosa y arabinosa (Garcia, 1998).

Todas las especies del género Allium poseen principios activos volatiles que les
confieren un sabor y aroma muy particulares, razon por la cual son tan apreciados como
condimentos. Las diferencias gustativas dependen de la cantidad de radicales metilo o alilo.
El ajo posee una gran cantidad de radicales metil alilo. Por ello, no genera suficientes

compuestos lacrimales a diferencia de la cebolla (Garcia, 1998).

Al ajo se le han atribuido numerosas propiedades benéficas para la salud: efecto
antiséptico, antiinflamatorio, bactericida, antiviral, antifungico y antiparasitario intestinal.
Estudios in vitro han indicado que el extracto de ajo, incluso a bajas concentraciones, es un
potente inhibidor de Helycobacter pylori, bacteria implicada en el desarrollo de las ulceras
gastricas y duodenales (Baungartner et al., 2000). Por otra parte numerosos estudios
epidemioldgicos muestras una asociacion inversa entre el consumo de hortalizas del género
Allium, como el ajo y el riesgo de sufrir ciertos tipos de cancer. La proteccion que ejercen
los compuestos alil-sulfidos esta, probablemente, relacionada con la capacidad de inhibir la
formacion y activacion de inductores cancerigenos como las nitrosaminas, que son
compuestos organicos que se originan al reaccionar una amina secundaria con nitritos en un
medio muy &cido, por ejemplo el estbmago. También favorecen la reparacion del material
genético celular dafiado y mejorando las defensas del individuo. Asi mismo parece retardar

la proliferacion tumoral (Chandrashekar, et al., 2010).

El ajo ejerce un importante papel en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, reduciendo los niveles de lipidos en la sangre, ayuda a reducir la fraccion
LDL-colesterol, a inhibe su oxidacion y protege a las células endoteliales de estas
lipoproteinas modificadas. Ademas disminuye la presion arterial y la agregacion

plaquetaria (Hosono, et al, 2003)



2.2.1.1 Estructura del bulbillo

Los bulbillos o “dientes” se originan en la axila de las hojas fértiles o dentadas y
estan apoyados sobre el disco basal (Figura 3). Cada bulbillo esta compuesto por una serie
de hojas modificadas. Por su estructura, son 6rganos de propagacion de ésta especie que se
encuentran en estado de letargo cuando estan recién cosechados pero que ante determinadas
condiciones ambientales activan su crecimiento para generar una nueva planta (Utrilla-
Véazquez, 2008).

La hoja de proteccion (hoja externa) consiste sélo de una vaina foliar lignificada y
seca. Esta es la responsable del color del bulbillo que caracteriza a los cultivares y que varia
desde el blanco al parpura. Hacia el interior hay otra hoja sin lamina (parte comestible), de
gran espesor, denominada hoja de reserva o de almacenamiento que representa entre un 90
y 95% del peso total del diente y en la cual se acumulan los fructanos, que seran utilizados

para la brotacion de la nueva planta (Izquierdo y Quiones, 2001 y Burba 2003).

. Hoja de
Hoja brotacion
protectora
I1*" hoja
2* hoja verdadera
verdadera
Hoja de
3% hoja reserva
verdadera
Disco
Disco basal basal nuevo
“madre”

Figura 3. Estructura del bulbillo

2.3 Importancia econémica del cultivo de ajo

El ajo es una planta ampliamente cultivada a nivel mundial con una produccion de
23°769,746 ton (FAOSTAT 2011). La mayor parte del ajo se produce en Asia (85%) siendo
China y la India los principales productores con 19°234,134 ton y 1°057,800 ton,
respectivamente. Es interesante resaltar que la produccion de China es 18.2 veces mayor

que la de la India. La diferencia en la tasa de produccion no solo con éste pais sino con el



resto de los paises productores esta asociada principalmente a los recursos tecnoldgicos y
los aspectos relacionados con el manejo del cultivo, mas que a los antecedentes genéticos
de los cultivares usados (Cavagnaro y Galmarini 2005).

Por su parte México ocupd el 21° lugar con una produccién de 58,065 ton. Por su
calidad el ajo mexicano es muy apreciado en el extranjero, prueba de ello es que México es
el 6° pais exportador de ajo a nivel mundial (12,526 ton) lo cual le generd ganancias de $
US 13°297,000 (FAOSTAT, 2011).

La produccion de ajo en México se destina en un 68% al mercado interno, 22% a
la exportacién en fresco y 10% restante se destina para “semilla” y uso industrial. Se estima

que el consumo de ajo en México es de 400 g/afio per capita (Macias-Valdez et al., 2007).

2.4 Requerimientos del cultivo de ajo

La capacidad de un bulbillo para transformarse en una planta completa esta
fuertemente influencia por el ambiente. La brotacion, crecimiento, bulbificacion
senescencia y letargo son etapas del ciclo de esta especia, cuyos requerimientos
ambientales son marcadamente distintos (Burba, 2003).

Un “diente” separado del bulbo “madre” recién cosechado es incapaz de brotar en
condiciones ambientales normales para esa época debido al estado de letargo en que se
encuentra. Este periodo de letargo es variable segin los cultivares y las condiciones de
almacenamiento de los bulbos (fundamentalmente temperatura y humedad relativa del

ambiente).

2.4.1 Termoperiodo

El ajo es una especie de cultivo otofio-invierno-primaveral resistente a heladas.
Llega a soportar inviernos rigurosos con una media minima de -4 a -2.5°C y media maxima
de 30°C, existiendo cultivares adaptados a un amplio rango de condiciones térmicas (Avila,
2007). Este cultivo requiere clima de fresco a frio durante el desarrollo inicial y caluroso y

luminoso cuando comienza a formarse el bulbo hasta su cosecha (Giaconi y Escaff, 1993).



El termoperiodo es el principal factor climatico durante el crecimiento de esta
especie. Temperaturas medias mensuales por debajo de los 10°C son adecuadas para la
etapa que va de la plantacion a la bulbificacion, combinadas con una disminucion gradual
del largo del dia (Burba, 1992). Se consideran éptimos los registros térmicos entre 15 a
25°C desde la bulbificacidn hasta la cosecha, asociado a dias mas largos. El termo vy el
fotoperiodo interaccionan para inducir la bulbificacion, siendo las temperaturas mas
importantes que el fotoperiodo (duracién del dia) (Figura 4). Por tanto, el ajo requiere para
su bulbificacion cumplir con al menos dos requisitos (ambos variables segun el cultivar):

acumular determinadas horas de frio y crecer con dias relativamente largos.

Evidencias experimentales muestran que cuanto mayor son las horas de frio
acumuladas, menor es el requerimiento fotoperiédico y la bulbificacion se induce con dias
de umbral més corto (Avila, 2007). El periodo de tiempo necesario para inducir la
bulbificacion depende fundamentalmente de la variedad y puede variar entre uno y varios
meses. Para el caso del ajo coreano se requieren mas de 550 h de frio (Lopez- Hernandez,
2010).

ETAPA MORFOGENICA

ETAPA INDUCTIVA

PLANTACION N SENESCENCIA
BROTAGION BULBIFICACION v
L
0
DIAS LARGOS
TEMPERATURAS
TEMPERATURAS BAJAS TEMPERATURAS
EN DESCENSO v N EN ASCENSO -
(24° A 3°C) (15° A 20°C)

Figura 4. Requerimientos termoperiddicos del ajo durante de su ciclo vegetativo
(Burba, 2003)

La accion de las bajas temperaturas determina un comportamiento particular en
relacién a la altura alcanzada por las plantas antes de la bulbificacion y aquella lograda al

momento de la cosecha (Burba, 2003). A mayor duracion del frio de pre-plantacion se
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producen una mayor velocidad de crecimiento, expresada en altura de planta/tiempo. Esta
velocidad decrece considerablemente luego del inicio de la formacion del bulbo (Ledesma
etal., 1997).

Rahim y Fordham (2001) en un estudio de bulbificacion de ajo cv. ‘Bangladesh
Local’, crecido en condiciones controladas de temperatura, encontraron que los
rendimientos de plantas crecidas a 15/10°C (dia/noche) fueron mayores que las plantas
crecidas a temperaturas superiores a 20/15°C (dia/noche).Ademéas se observo que las
primeras plantas mostraban un desarrollo mas lento mientras que las ultimas (20/15°C)

presentaron un desarrollo acelerado.

2.4.2 Fotoperiodo
Algunos componentes agrondmicos de la luz, como son duracidn, intensidad y
calidad, afectan de una u otra manera la calidad del producto a cosechar, alterando sus

procesos fisiologicos (Avila, 2007).

Rahim y Fordham (2001) sembraron “semillas” de ajo en tres distintos
fotoperiodos (8, 12 y 16 h) observando que el inicio de la bulbificacion fue mas rapido con
fotoperiodo de 16 h, mientras que los rendimientos fueron mas altos con 12 h. Ademas
indicaron que con 16 h de fotoperiodo se redujo el tiempo requerido para la maduracion del
bulbo.

Longitudes de onda de luz dentro de la porcion biolégicamente activa (430 a 730
nm) pueden ser un factor determinante en la induccién fotoperiddica. En condiciones
controladas, bajo luz artificial, longitudes de onda de 700 a 730 nm son esenciales para la
formacion de bulbos (Avila, 2007).

En un estudio de la bulbificacion de ajo in vitro se encontro que dicho fenémeno
se promovio con el uso de luz rojo-lejano (600-900 nm). Ademas se observo que los bulbos
que se formaron mas rapido fueron aquellos desarrollados a partir de explantes de dientes
sometidos a tratamientos de 5°C por 30 dias y crecidos bajo un fotoperiodo de 16 h, por lo
que se concluyé que tanto la fuente de luz como el fotoperiodo afectan fuertemente la

morfogénesis in vitro de plantulas de ajo (Takagi y Qu, 1995).
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El ajo es una especie que puede considerarse helidfila, ya que con condiciones de
escasa intensidad luminica, desarrolla un follaje excesivo y bulbifica con dificultad (Burba,
1992). Esto indica que para obtener bulbos grandes y bien formados como exigen los
mercados de exportacion, se deben presentar dias cortos con menor intensidad de luz para
que los “dientes semilla” broten y se desarrollen mientras que para inducir la bulbificacion
y crecimiento del bulbo son necesarios dias cada vez més largos; es decir, con intensidades

luminicas también mayores (Avila, 2007).

2.4.3 Précticas culturales de cultivo

En cuanto al tipo de suelo, hay que considerar su profundidad y fertilidad,
consistencia media, permeabilidad (buen drenado) y con una proporcién equilibrada de
nitrégeno, fosforo y potasio. Los suelos ligeros o sueltos y permeables, son los
recomendados para evitar los encharcamientos de agua, ya que el ajo es muy susceptible a
la podredumbre. Generalmente se obtienen altos rendimientos y buena calidad de los
bulbos en suelos areno-arcilloso-calcareos, fértiles, permeables y con buenas labores de
preparacion de suelo (Sarita 1995). El ajo esta clasificado como planta moderadamente
tolerante a la acidez en un rango de pH de 5.5 a 7.0, siendo este un factor dependiente de la
variedad. Para los ajos coreanos el pH éptimo del suelo es 6.5. Por otro lado, los riegos
deben controlarse de modo que las condiciones del suelo se mantengan durante todo el
ciclo de cultivo, la forma de riego mas comun para este cultivo es por cintilla (Warade y
Shinde, 1998).

Las fechas de siembra son otro factor importante, para el hemisferio norte las
mejores fechas de plantacion se encuentran entre Septiembre y Octubre aunque esto
depende de los requerimientos climaticos de cada variedad.

Otro aspecto de suma importancia es el manejo sanitario tanto de la “semilla”
como del cultivo a lo largo del ciclo, para reducir ataques por plagas o patdgenos. Los
principales hongos observados en los cultivos de ajo son: Sclerotium cepivorum (Figura 5)
que ocasiona la “pudricién blanca”, Penicilium viridicatum o corymbiferum, responsable de
la “pudricion verde”, Fusarium oxisporum gue provoca la “raiz rosada”, Helminthosporium

allit o “carbonilla” y Botritis allii o “podredumbre gris del cuello”. La presencia de
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nematodos es un gran problema, siendo el nematodo de los bulbos Ditylenchus dipsaci el
més importante (Avila, 2007). Este es llevado en los “dientes” que se emplean como
semilla y puede subsistir durante largos periodos en estado de latencia entre las hojas
envolventes de los bulbillos. Una planta de ajo atacada por nematodos pierde altura y gana

grosor debido a la hipertrofia de sus tejidos, que se tornan esponjosos y poco consistentes.

Figura 5. Pudricion blanca causa por Sclerotium cepivorum (a) y raiz rosada causada por
Fusarium oxisporum (b).

2.4.3.1 Fertilizacion

La respuesta a la aplicacién de nitrégeno, fosforo y potasio estd condicionada a los
niveles edéficos. La planta de ajo extrae de forma diferencial los nutrientes existentes en el
suelo, segln la etapa fenoldgica en que se encuentre. Durante la primer etapa, al estar aun
alimentandose a partir de las sustancias de reserva del “diente”, no absorbe practicamente
ningun nutriente. Motivo por el cual la efectividad de fertilizantes en formas muy solubles
en pre-plantacion o simultanea a ésta es escasa. El nitrogeno y potasio son absorbidos en
cantidades mayores que otros nutrientes (Avila, 2007). A pesar de que existen programas
de fertilizacion, resulta complicado apegarse a ellos ya que el mismo depende de las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo, de las condiciones climaticas, de los requerimientos

del ecotipo, de la calidad del agua, etc.

Los macronutrientes nitrogeno, fosforo y potasio tienen una destacada importancia
en el cultivo de ajo. El exceso de nitrogeno se manifiesta muchas veces ante la deficiencia
de boro (< 5 ppm), que es el micronutriente mas importante para el ajo. Produce ademas

exceso de brotamiento en bulbillos recién formados, aun dentro del bulbo (antes de la
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maduracion). El fosforo acelera el crecimiento del follaje y promueve la diferenciacion
temprana del bulbo. En caso de deficiencia, el ciclo vegetativo tiende a alargarse, el cuello
se ensancha y las hojas inferiores se marchitan. El potasio influye en la produccion y

calidad de los bulbos, provocando un amarillamiento de las hojas mas viejas (Sarita, 1995).

El nitrogeno es el elemento mas extraido por el cultivo de ajo. La mayoria de los
trabajos sefialan que el ajo responde a la fertilizacion nitrogenada en casi todos los suelos,
aunque la magnitud de la respuesta estard condicionada por los niveles naturales de

nitrégeno en el suelo.

Lipinski y Gavila de Heras (1997) realizaron un ensayo de campo en un suelo
aluvial de Mendoza, Argentina. La respuesta del ajo “blanco” a la fertilizacion nitrogenada
y fosférica mostré un aumento en la produccion del 45% (7.5 ton/ha de bulbos secos y
limpios) con respecto al testigo no fertilizado cuando se utilizé una dosis de 140 kg de N/ha
y 40 kg de P/ha. En otros ensayos realizados con ajo “blanco” con las mimas dosis de N-P
y en condiciones de un mejor manejo de riego con respecto al anterior, se obtuvo un
rendimiento de 11.8 ton/ha de ajo seco y limpio. De acuerdo a estos antecedentes los
autores realizaron la recomendacion de fertilizar el ajo “blanco” con 100 a 150 kg/ha de
fosfato diamonico (DAP) y con 230 a 250 kg/ha de urea en suelo poco a medianamente
provistos de N y P. Por otro lado dichos autores realizaron un ensayo con ajo “colorado”
con el objeto de evaluar el efecto de diferentes fuentes de nitrégeno (urea, sulfato de
amonio, sulfonitrato de amonio y nitrato de potasio) en el cual observaron que no hay
diferencia en rendimiento por la fuente de nitrégeno pero si por la dosis de aplicacion,

siendo 160 kg de N/ha la dosis recomendada para esta variedad de ajo.

2.5 Ciclo bioldgico del cultivo de ajo

Dado que la reproduccion del ajo se realiza por via agamica, cada bulbillo (médulo
multiplicativo serd una copia fiel del individuo que le dio origen y su desarrollo posterior
como nueva planta estara fuertemente supeditado a las condiciones ambientales en las que

transcurrio su ontogenia.
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Durante un desarrollo normal de la nueva planta de ajo pasard por etapas
fisiolGgicas sucesivas, estrictamente ligadas al nuevo ambiente imperante; por lo tanto, la
probabilidad para que esta planta prospere en el medio en el cual fue situada, va a estar
dada por el efecto conjunto de los factores ambientales condicionantes actuales y

anteriores.

El cultivo del ajo presenta dos etapas bien definidas; la primera denominada etapa
vegetativa en la cual los procesos metabolicos y fisiologicos de la planta estan orientados a
formar el sistema radicular y las hojas; se caracteriza porque no hay desarrollo del bulbo ni
del escapo floral. Esta etapa ocurre normalmente durante el otofio y gran parte del invierno
(Figura 6). La formacion y alargamiento de las raices desde la base del diente es una de las
primeras manifestaciones del crecimiento luego de la plantacién. Conjuntamente se
produce el crecimiento de la hoja de brotacién y de los primordios de hojas contenidos en la

yema ubicada en el interior de la hoja de reserva (Burba, 1992; Portela, 1996).

S TR,

VEGETATWA,

AP

RUILTIPLICATIA

ALMACENAMENTD DF LA “SCMLLA"

Figura 6. Ciclo de cultivo del ajo (Portela, 1996)

El crecimiento durante las primeras semanas esta directamente relacionado con la
disminucion del peso seco del “diente madre”. Como se menciono con anterioridad la etapa

vegetativa se realiza en condiciones de dias cortos y con temperaturas en descenso gradual.
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Los requerimientos ambientales para que ocurra el crecimiento vegetativo son distintos a
los de la bulbificacion o bien a la formacion de inflorescencia. Para que se induzca el
desarrollo del bulbo y el escapo floral se requiere de bajas temperatura (etapa inductiva).
Finalmente las temperaturas en ascenso y dias mas largos son capaces de favorecer el

crecimiento del bulbo (etapa multiplicativa) y posterior senescencia.

Los ajos recién cosechados son incapaces de germinar para formar una nueva
planta debido a que se encuentran en un periodo de letargo que depende de la variedad y

temperatura de almacenamiento (Portela, 1996).

2.5.1 Bulbificacion
El proceso de formacién de bulbos es de gran importancia para el cultivo, ya que
los bulbos constituyen el elemento fundamental del producto. Por lo cual es indispensable

comprender el mecanismo que controla el inicio de la bulbificacion.

Se sabe que el llenado del bulbo de ajo se produce cuando la temperatura media
diaria es mayor de 18 a 20°C y cuando el fotoperiodo supera un umbral que es diferente
para cada cultivar o genotipo. Cultivares adaptados a regiones tropicales tienen un umbral
de 11 a 12 horas de luz (Izquierdo et al., 1997).

La formacion del bulbo inicia por un estimulo termo-fotoperiddico que se
caracteriza por dos etapas. La etapa inductiva en la que el frio y los dias cortos (poca luz)
son factores imprescindibles, y la etapa morfolégica caracterizada por temperaturas en
ascenso y dias mas largos. Las condiciones termo-fotoperiodicas son las responsables de

modificar la velocidad del proceso de bulbificacion (Portela, 1996; Avila, 2007).

La bulbificacion comienza con el hinchamiento de la base de las hojas y luego con
el llenado de los primeros dientes formados. Los dientes se desarrollan en las axilas de las
hojas internas del follaje conforme avanza el desarrollo del bulbo. La bulbificacion se
puede caracterizar por un incremento en la relacion del diametro maximo del bulbo con
respecto al diametro minimo del cuello del bulbo, ésta relacion se denomina indice de
bulbificacion (Brewster, 1994).
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En variedades productoras de escapo floral, la iniciacion de la inflorescencia puede
ocurrir antes de la diferenciacion de las hojas de almacenamiento (dientes), para entonces
romper el letargo apical y permitir la formacion de yemas axilares que podrian entonces
diferenciarse en hojas de almacenamiento y formar dientes. En los cultivares que no
producen escapo floral, la ramificacion axilar puede ocurrir antes de que las hojas de
almacenamiento se diferencien. Esto se favorece con temperaturas frias y fotoperiodos
cortos inmediatamente después de la siembra. Una vez que la ramificacion axilar ocurre,
los incrementos en temperatura y fotoperiodo promoveran la diferenciacion de las hojas de

almacenamiento y el desarrollo de un bulbo con multiples dientes (Utrilla-Vazquez, 2008).

Portela y Cavagnaro (2005) elaboraron una grafica-escala del desarrollo de plantas
de ajo blanco y violeta (Figura 7) que integra las etapas mas importantes del ciclo del

cultivo (crecimiento de la parte aérea y del bulbo).

10-11 hojas verdes inido de senescenda

6-7 hojas verdes
emergenda

plantadon

- -r nnnnnn B A L T R LI L b Tease soas.
@ Q
- Crecdmiento Rapido credmiento Rapido credmiento (}e_um| o
Brotadon . P - final del
vegetativo inidal vegetativo del bulbo bulbo
- > - I - > - I T
Tiempo Temperatura Huctuacones en la Temperatura minima Temperatura
térmico minima baja vy temperatura media v alta alta

fotoperiodo fotoperiodo

Figura 7. Etapas fisioldgicas de ajos de tipo blanco y violeta. (Portela y Cavagnaro, 2005)

Cuando el bulbo “madura” (bulbo bien formado y llenado), las tres hojas de
cubierta mas externas se secan, adelgazan y protegen al bulbo, a estas hojas se les
denomina tanicas u hojas protectoras. Ya que las hojas afiladas dejan de formarse en las
hojas internas del bulbo, el pseudotallo queda vacio, los tejidos de la cubierta en la region

media del cuello se ablandan y pierden turgencia ocasionando la senescencia y la caida del
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follaje. Esta caida de follaje, es un indicador util de la “madurez” del bulbo y por tanto un

indice de cosecha (Brewster, 1994).

2.5.1.1 Factores fisicos involucrados en el proceso de bulbificacion

Se ha sefialado que la planta necesita acumular una cierta cantidad de horas frio (>
550 h a 5°C) para diferenciar las yemas axilares en dientes y formar el bulbo (Figura 8).
Una vez plantados, los dientes que estan expuestos a temperaturas entre 5 y 10°C son
Optimas para generar plantas capaces de desarrollar bulbos (Garcia, 1998; Avila, 2007). El
periodo de tiempo necesario para que el proceso tenga éxito depende fundamentalmente de

la variedad y puede durar entre uno y varios meses.

Etapa Temperatura Temperatura Temperatura
sub-optima optima supra-optima
BROTACION lenta rapida *gstrellada”
ataque de l
\l' patogenos -
CRECIMIENTO lento rapido muy rapido
BULBIFICACION anbniada narmal demorada
CSEE :I:_,IIIE_EEG defectuoso snstii_-nld'n deregi;mg:.
\L . s

SENESCENCIA prolongada gradual subita
COSECHA tardia oportuna anticipada

Bulbos peQumos Bulbos grandes Bulbas me-duancs
y bien
deformaclones formados de‘urrmc IoNEs

Figura 8. Efecto de la temperatura en el cultivo de ajo (Avila, 2007)

Temperaturas entre 5y 10°C no favorecen el desarrollo de bulbos, siendo minima

su calidad comercial (Ledesma et al., 1997).

La luz natural ejerce un papel muy importante en la formacion del bulbo bajo sus
modalidades de fotoperiodo e intensidad luminosa (Figura 9). En un estudio del efecto de la
sombra y condiciones ambientales en la iniciacion y desarrollo de dientes de ajo cv.
‘Bangladesh’ y ‘Fructidor’, se report0 que la tasa de diferenciacion y desarrollo de dientes
de ajo varid entre 90 dias a condiciones de 100% de luz y 140 dias con 25% de luz, es
decir, la diferenciacion es directamente proporcional al aumenté la transmision de luz

(Rahim y Fordham, 1990a).
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Etapa Luz Luz

insuficiente optima
BROTACION lenta rapida
CRECIMIENTO excesivo follajs normeal
BULBIFICACION sin induccion mormal
CRECIMIENTO .
DEL BULBO no se produce sostenido
SENESCENCIA prolongada gradual
COSECHA tardia oportuna
. Bulbos grandes
Sin bulbos y bien
L~ formados

Figura 9. Efecto de la intensidad luminosa en el cultivo de ajo (Avila, 2007)

2.5.1.2 Defectos en la formacion del bulbo

Los bulbos de ajos maduros al ser cortados transversalmente, deben tener una
apariencia circular con los dientes bien formados y diferenciados, los cuales deben estar
cubiertos por varias capas externas, estos ajos se consideran uniformes y bien diferenciados
(Figura 10a).

Figura 10. Bulbo de ajo bien desarrollado y diferenciado (a), ajo no diferenciado o
“acebollado” (b) y ajo rebrotado (c).

Uno de los principales defectos que se presenta durante el desarrollo del bulbo es
el “acebollado” (Figura 10b). Dichos ajos tienen apariencia similar a la cebolla, debido a
que presentan una minima o rudimentaria formacion de dientes al presionarlos no muestran

resistencia, posee una base globosa y vainas concéntricas grandes y gruesas (Portela, 1997).
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Se ha observado que una bulbificacion demasiado rapida ocasiona este fendmeno de
formacion de un solo diente en el &pice foliar sin la generacion de yemas laterales previo al
desarrollo de los dientes y sin desarrollo de inflorescencia. Se considera que la incidencia
de fotoperiodos largos y temperaturas altas inmediatamente después de la plantacion,
promueven una rapida diferenciacion de las hojas de almacenamiento, asi que los dientes
pueden formar ramificaciones axilares anticipadamente, resultando en bulbos de un solo
diente (Brewster, 1994). Aunque no se han realizados estudios que logren describir los
cambios bioguimicos que propician este fendmeno, por trabajos previos realizados por
Galaz-Pérez (2008), Utrilla-Vazquez (2008), Véazquez-Mandujano (2009) y Lopez-
Hernandez (2010) se sospecha que se debe a una baja acumulacion de horas frio lo que
ocasiona una disminucion en la concentracion de fructanos (carbohidratos de reserva del

ajo) asi como de su grado de polimerizacion.

Otro defecto que los bulbos de ajo pueden presentar es el “rebrote” (Figura 10c)
que es la formacion de tallos laterales en la planta como consecuencia del crecimiento
secundario; se le considera como una enfermedad de tipo fisiogenética. Se presenta durante
el cultivo una vez que se ha completado la induccién del mismo para bulbificar, y se
traduce en la cosecha como bulbillos abiertos (con gran espacio entre bulbillos), poco

firmes e irregulares (Portela, 1998).

Se considera que las bajas temperaturas (5 a 10°C) y los dias cortos, estan
fuertemente asociados al desarrollo del ajo y serian los factores que determinan la
incidencia de la proporcidon de plantas afectadas por “rebrote”, en tanto que una alta
disponibilidad de nitrégeno y agua son responsables de la severidad con que se presenta la
anomalia (Utrilla-Vazquez, 2008).

El crecimiento secundario (rebrote) se asocia a una alta actividad de giberelinas
(Lee y Moon, 1982). Una caracteristica de esta fitohormona es que pueden conjugarse con
compuestos nitrogenados. De manera que a mayores concentraciones de nitrogeno (en
fertilizacion) en la planta se incrementa la posibilidad de almacenamiento de giberelinas,

pudiendo promover una expresion mas fuerte de rebrote.
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2.6 Factores bioquimicos que afectan la bulbificacion
2.6.1 Giberelinas (GAs)

Las giberelinas son fitohormonas naturales sintetizadas en los primordios apicales
de las hojas, en las puntas de las raices y en semillas en desarrollo (Rademacher, 2000). Se
encuentran en diferentes concentraciones, dependiendo de las etapas de desarrollo de las
semillas, ya sea en letargo o no. Actuan a lo largo del ciclo de vida de las plantas teniendo
influencia en la germinacion de semillas, promocion del crecimiento longitudinal,
elongacion del tallo, induccion de flores, desarrollo de anteras, crecimiento de semilla y

pericarpio; y la promocién de formacion y desarrollo del fruto (Hedden y Kamiya, 1997).

Se han identificado 136 diferentes giberelinas en las plantas superiores y hongos.
Solo un pequefio nimero de giberelinas poseen una actividad biolégica, mientras que la

mayoria son precursores o metabolitos de la propia ruta de sintesis (Thomas et al., 2005)

La molécula basica de las diferentes formas de giberelinas, es un diterpenoide
tetraciclico (Figura 11). De acuerdo a la nomenclatura, este sistema se conoce como
ent-giberelano. Las giberelinas se clasifican en dos grupos, las giberelinas de 20 carbonos
(C20), las cuales poseen el esqueleto diterpenoide completo y las giberelinas Cig, en las
cuales el Cy ha sido reemplazado por un anillo y-lactona. Estas Gltimas son las que
presentan mayor actividad bioldgica siendo GA;, GA,, GAs, GA4, GA; y GAg las més
importantes (George, 2008).

2.6.1.1 Biosintesis de giberelinas

La biosintesis de las giberelinas se puede producir en muchas partes de la planta,
pero especialmente en partes aéreas de crecimiento activo tales como tejido embrionario,
meristematico o de desarrollo. Aparentemente se desplazan pasivamente en el flujo de

transporte, ya sea por el floema o por el xilema (George, 2008).

La biosintesis de giberelinas esta regulada por un sistema de retroalimentacion, es
decir, que la oxidacion del kaureno en las primeras etapas de la ruta es inhibida por las

mismas giberelinas (George, 2008).
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Figura 11. Estructura de las giberelinas C;9 (GAS) (Thomas et al., 2005)

Esta ruta puede ser separada en tres etapas de acuerdo con la naturaleza de la
enzima involucrada y su localizacion dentro de la célula, las terpeno ciclasas actuan en los
protoplastidos, las mono-oxigenasas estan asociadas con el reticulo endoplasmico y las

dioxigenasas se encuentran localizadas en el citosol (George, 2008).

La ruta general de biosintesis de giberelinas ocurre a partir del a&cido mevalonico y
por una serie de reacciones de fosforilacion y descarboxilacién se obtiene el ent-kaureno,
que se oxida a aldehido GA1,, el cual se considera el primer intermediario especifico para la
sintesis de GAs. Por ultimo el aldehido GA;, es oxidado nuevamente por mono o

dioxigenasas para formar diferentes GAs (Figura 12).

2.6.1.2 Las giberelinas y su relacion con la bulbificacion

Las giberelinas parecen jugar un papel clave en la bulbificacion de muchas plantas. Le
Guen-Se Saos et al. (2002) en su experimento de desarrollo de chalote in vitro observaron
que bajo condiciones ambientales inductivas, la presencia de GA; exdgena (10 uM)

impidio la formacion del bulbo.
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Figura 12. Ruta de biosintesis de giberelinas (George, 2008)
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Por otra parte, Mita y Shibaoka (1984) reportaron en cebolla, que las GAs
estabilizan los microttbulos y actian en forma contraria al estimulo de las condiciones de
dia largo, las cuales reducen el nimero de microttbulos y alteran su orientacién transversal,

esto sugiriere un papel antibulbificante de la fitohormona.

La bulbificacion se considera un proceso morfogénico, al igual que el proceso de
tuberizacion que presenta una disminucion en el nivel de GAs para la formacion de

tubérculos como la papa (Koda y Okasawa, 1983).

Los niveles de giberelinas enddgenas se han cuantificados en un sistema de
tuberizacion de papa in vitro en relacion a los diversos estados de la elongacion del estolon
y formacién del tubérculo (Xu et al.,1998). En este trabajo se describi6 que el contenido de
GA; en los estolones fue alto cuando éstos se encontraban en el proceso de elongacion y
disminuyé cuando comenzaron a hincharse después de la transferencia a condiciones

inductoras.

Kim et al, (2003) en una investigacion para desarrollar un método para la
regeneracion de brotes multiples y formacién in vitro de bulbillos de ajo a partir de callos,
encontraron que la adicion de acido giberélico (GAs) al medio suprimio significativamente
la formacidn de los dientes. Por tanto, los autores sugieren que, dado que el acido giberélico
es conocido como regulador de crecimiento y promotor de la elongacion del érgano de la
planta, es l6gico que tenga la capacidad de suprimir la formacion de bulbo en ajo, de tal
forma que se vea alterado el balance de las sustancias de crecimiento necesarias para la

bulbificacion a partir de los brotes.

2.6.1.3 Paclobutrazol: inhibidor de la biosintesis de giberelinas

El paclobutrazol (PBZ) [(2RS, 3RS)-1-(4-clorofenil)-4.4-dimetil-2-(1,2,4-traizol-1il)
penta-3-ol] miembro del grupo triazol (Figura 13), es un inhibidor de amplio espectro de la
biosintesis de GAs (Davis y Curry, 1991). Los triazoles tienen tanto efecto fungicida como
efecto regulador en el crecimiento de la planta (Webb y Fletcher, 1996), inhibe o retrasa la
germinacion de las semillas, reducen el tamafio de la planta y la compacta, aumenta la

sintesis de clorofila (Yadav et al., 2005). Ademas incrementa la tolerancia a estreses
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bioticos y abidticos, incluidos patdégenos fungicos, sequia, contaminantes presentes en aire

y estrés ante bajas y altas temperaturas (Fletcher et al., 2000).

N

o
Figura 13. Estructura del paclobutrazol

Diversos métodos como la aplicacion foliar del PBZ, aplicacion en suelo, método
de inyeccion y por incorporacion a solucion nutritiva han resultado efectivos (Still y Pill,
2004). Sin embargo, la aplicacion en suelo ha mostrado tener efectos mas duraderos en
elretraso del crecimiento (Yadav et al., 2005). Se ha observado que el PBZ es traslocado
acropetalmente, es decir, tomado por la raices, transportado por el xilema a través del tallo

y se acumula en las hojas.

La aplicacion en arboles frutales como mango y aguacate aumenta la cantidad de
yemas florales e induce una proporcion mayor de ramilletes florales en la parte inferior del
arbol, incrementando la cantidad de frutos cuajados. Reduce el largo de los entrenudos y la
produccidn de brotes laterales, disminuyendo requerimientos de poda. Adelanta la madurez
de la fruta de 4-5 dias y concentra el periodo de cosecha, mejorando el color y la calidad de
la fruta (Yadav et al., 2005).

Ademas se ha reportado que el PBZ confiere proteccion a las plantas que sufren de
algin tipo de estrés mediante una reduccién del dafio oxidativo via elevacion de

antioxidantes o reduciendo la actividad de enzimas oxidativas (Lin et al., 2006).

Resende y Souza (2002) evaluaron el efecto de la aplicacion de PBZ a cuatro
diferentes concentraciones (0, 500, 1000 y 1500 ppm) en cultivo de ajo cv. ‘Quitéria’. Los

resultados mostraron que la concentracién de 744 ppm increment6 el peso medio de los
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bulbos, las concentraciones de 725 y 778 ppm aumentaron la produccion total del cultivo;
dichos datos son similares a los reportados por Rahim y Fordham (1990b) y Rahim et al.
(1994) quienes encontraron incrementos en la produccion total de los bulbos con la
aplicacion de PBZ. Adicionalmente, Resende y Souza (2002) encontraron que una
concentracion de 1163 ppm de PBZ reduce el porcentaje de bulbos rebrotados, una

anormalidad comun en el proceso de bulbificacion.

2.6.2 Jasmonatos

Se ha demostrado que el acido jasmonico (JA) o el metil jasmonato (MeJA)
pueden promover la senescencia de las plantas (Creeelman y Mullet, 1997a). Otro de los
papeles importantes de estos compuestos, es su intervencion en los procesos morfogénicos

de la planta, tal como la bulbificacion (Koda, 1997).

Los compuestos mas representativos de este grupo son el acido jasménico, su
esteroisomero el acido 7-isojasmonico y sus ésteres metilicos Ilamados metil jasmonatos
(Figura 14).

O
"’A\\:/\\
COOCH,
{-) Acido Jasménico (-} Metil jasmonato
O O
COOH - COOCH;
(+) Acido-7-Isojasménico (+)Metil Isojasmonato

Figura 14. Estructuras quimicas del acido jasmonico (JA) y otros jasmonatos

El contenido enddgeno de jasmonatos (JAs) varia entre las diferentes especies de
plantas dependiendo del tejido y tipo de células, estado de desarrollo de la planta y en
respuesta a diferentes estimulos del medio ambiente (Creelman y Mullet, 1997a). Las
concentraciones de JA o MeJA generalmente estan en el rango 10™? por gramo de peso

fresco en tejido de hojas y pueden aumentar rapidamente bajo estimulos externos. Algunos
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organos exhiben concentraciones 10 veces por encima del nivel encontrado en hojas,
sugiriendo que estos niveles elevados presentan funciones diferentes en la regulacion de

determinados procesos de desarrollo (Wasternack y Hause, 2002).

El MeJA fue identificado por primera vez en 1962 como principal constituyente
del aceite etérico del jazmin (Demole et al., 1962). Sin embargo, fue hasta la década de los
ochentas que comenzaron a describirse los numerosos efectos fisioldgicos de los JAs y la
via de sintesis de dichos compuestos (Vick y Zimmerman, 1983). Recientemente los JAs
fueron propuestos como moléculas sefializadoras que participan en respuestas de plantas a
una gran variedad de factores bidticos y abidticos, asi como en diversos procesos de
desarrollo (Creelman y Mullet, 1997a). De acuerdo con estos autores, diferentes sefiales
podrian inducir la sintesis de JA a partir del acido linolénico presente en las membranas
celulares, especialmente en las membranas del cloroplasto y regular de este modo diversos

procesos fisioldgicos (Figura 15).

Desarrollo Sefial Ambiente
Germinacion ¢ l Patégenos
Crecim. radicular Insectos
Femlldad_( TR Hen'crjas
Maduracion Estrés abidtico
Senescencia l (metabolismo sec.)

Regulacion Jasmonatos nsa
(MeJAy JA)

Figura 15. Sintesis de jasmonatos en respuesta a sefiales ambientales y de desarrollo
(Creelman y Mullet, 1997a)

2.6.2.1 Biosintesis de jasmonatos

La ruta de biosintesis de JAs inicia con el acido linolénico (Figura 16), este acido
graso es convertido a acido 13-hidroperoxilinolénico mediante la accion de la lipoxigenasa.
A su vez, el &cido 13-hidroxiperoxilinolénico es sustrato de la dxido aleno sintasa y oxido
aleno ciclasa, que promueven la formacion del acido 12-oxo-fitodienoico (12-o0xo-PDA).
Después de una reduccion y tres pasos de B-oxidacion, se forma el (-)-7-iso-JA. El JA
puede ser metabolizado para formar MeJA y numerosos conjugados y catabolitos que
pueden tener actividad biologica (Creelman y Mullet, 1997a).
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Figura 16. Ruta de biosintesis del JA y derivados mas comunes (Soberén et al., 2005)

2.6.2.2 Jasmonatos y su relacion con la bulbificacion

Debido a que el JA y el MeJA tienen actividad microtubulo-disruptora en cultivos
de células de tabaco y papa (Abe et al., 1990), se piensa que los JAs son reguladores de
crecimiento que favorece la bulbificacion. Ravnikar et al., (1994) reportaron que la
brotacion y formacion de bulbo de ajo in vitro fue estimulado mediante JA exdgeno.

Jaume y Corral (1997) estudiaron el efecto de la adicion de JA exdgeno en el
desarrollo de bulbos in vitro, demostrando que este compuesto tuvo una actividad

promotora del desarrollo del bulbo cuando se puso en el medio a una concentracion de 1
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mg/L y 3% de sacarosa; después de 60 dias de cultivo, el porcentaje de bulbos formados
alcanz6 100%; mientras que en las plantas sin tratar, el porcentaje fue de 83.3% y eran
bulbos muy pequefios. Bioensayos realizados por estos mismos autores, lograron evidenciar
la existencia de un mayor nivel de JA libre en bulbos, respecto al encontrado en hojas. Con
lo anterior, se sustenta la idea de que el acido jasmonico (JA) es sintetizado en el follaje y

transportado a través del floema hasta el suelo induciendo asi la formacion del bulbo.

Kim et al. (2003) en su trabajo de desarrollo de un método para regeneracion de
brotes multiples y formacion de dientes in vitro a partir de callos de ajo, reportaron que la
tasa de formacion de bulbillos se elevd de 36.8% a 77.6% cuando la concentracion de JA
adicionado al medio se aumenté de 0.5 a 2 mg/L, mientras que el GAsz suprimio

significativamente la formacion de bulbillos.

Por otra parte, Utrilla-Vazquez (2008) realiz6 la aplicacion de MeJA por aspersion
foliar en un cultivo de ajo, utilizando dos concentraciones (250 y 1000 ppm) y dos periodos
de aplicacion (30 y 60 dias antes de la diferenciacion del bulbo). Sin embargo, los
resultados obtenidos no fueron comparables con los estudios realizados in vitro donde la

aplicacion exdgena de MeJA o JA tiene un efecto positivo en la bulbificacion.

Es importante mencionar que a la fecha no se ha reportado la presencia de acido
jasmonico o jasmonatos durante la formacion in vivo de los bulbos de ajo y en el caso de
estar presentes, no se conoce cudales son sus cambios durante el desarrollo y cémo afectan
estos cambios al proceso de bulbificacién ni cuéles son las interacciones con otras

hormonas, como las GAs.

2.6.3 Carbohidratos

Los carbohidratos de ajo estdn conformados por una mezcla de monosacéridos
solubles en agua (glucosa y fructosa), el disacarido sacarosa, trisacaridos como 1-kestosa y
neokestosa, y fructanos de distintos grados de polimerizacion. Darbyshire y Henry (1981),
sefialaron que la cebolla, poro y ajo no contienen almidon, por lo que los fructanos tienen

una funcién de reserva asi como de regulacion en la fisiologia de la planta.
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2.6.3.1 Fructanos

Estos compuestos son polimeros de fructosa que derivan de la sacarosa, son no
reductores e insolubles en agua. Se acumulan en plantas que soportan bajas temperaturas
como carbohidrato de almacenamiento a corto plazo ya que permiten la osmorregulacion,
facilitan la adaptacion de la fotosintesis a bajas temperaturas, protegen a la planta del estrés
por frio (Losso y Nakai, 1997).

(a)

CH20H CH OH CHOH o H
G 2)! e
' S i / "CHOH  CH OH”SHD Hi (A‘ 07\ QOR4 ™ cH0H
1FFr OH 1.FFT| OH H
1)
S i
\ J \ / \
0~ \ 9%Hg™ cHon cHoH N0 40 07\ O0HS ™ cron
n m n
1-557| OH H H OH | gGFFT  1.88T| OH H
i HCHOH ., .. HCH
J_\ H\ . CH H . H +CH,
H @ ~.
', wm “‘/\KDOHK CHDH _\ *. S ( CHOH
* HO- ’
N O':l’}h",.__DH \H JJ{_" OH L \.

\._\‘- H

Figura 17. Estructura de la inulina (a) y de la neo-serie de inulina (b). (Ritsemay
Smeekens, 2003)

Los fructanos se encuentran ampliamente distribuidos como carbohidratos de
reserva en tejidos vegetales de diversas familias de plantas, bacterias y hongos (Hosono et
al., 2003). De acuerdo al tipo de enlace que presente, los fructanos se clasifican en tres
familia, denominadas, inulina [enlace B (2—1)-D-fructofuranosil], levanos [enlaces [
(2—6) -D-fructofuranosil] y graminea [enlaces B (2—1) y B (2—6)-D-fructofuranosil].
(Roberfroid, 2005) (Figura 17).

En las plantas, los fructanos tienen otras funciones ademas del almacenamiento de
carbono fotosintético, pues estan implicados en la proteccion de la planta contra el déficit
de agua debido a la sequia o a las bajas temperaturas (Hendry y Wallace, 1993; Pilon et al.,

1995). En la familia Alliaceae existen fructanos que pertenece al grupo de la inulina
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Ilamado neo-series y se almacenan en el bulbo. En las neo-series de inulina, dos cadenas de
fructosa ligadas por enlaces B(2—1) se encuentran a una unidad de sacarosa (Ritsema y

Smeekens, 2003; Baungartner et al., 2000).

2.6.3.2 Biosintesis de fructanos

La sacarosa es el sustrato para que la biosintesis de fructanos se lleve a cabo; tanto
la sacarosa como la fructosa son almacenadas en la vacuola. Aunque la sacarosa es
sintetizada en el citoplasma, los fructanos son producidos en la vacuola por la accion de dos
0 méas enzimas con especificidades distintas (fructosiltransferasas). Una alta actividad
fotosintética estad relacionada con niveles elevados de la exportacién de carbono del
cloroplasto al citoplasma, lo que resulta en un incremento de intermediarios para la sintesis
de sacarosa. La sacarosa sintetizada puede ser distribuida a la vacuola (almacenamiento) o
al apoplasto (exportacion). En la vacuola, la sacarosa puede ser convertida a fructano por la
accion de frutosiltranferasas o bien ser hidrolizada en glucosa y fructosa por invertasas
(Vjin'y Smeekens, 1999). (Figura 18).
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Figura 18. Metabolismo de carbohidratos en células de plantas ( Vjin y Smeekens, 1999)
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La sintesis de fructanos inicia con la enzima sacarosa-sacarosa-1-
fructosiltransferasa (1-SST) que toma dos moléculas de sacarosa uniendo el residuo
fructosil de una de ellas para unirlo al otro residuo fructosil de la otra molécula
generandose una molécula de glucosa y un oligofructosido o trisacarido (1-kestosa) (Figura
19); el cual puede ser polimerizado por la participacion de la enzima fructano-fructano-1-
fructosiltransferasa (1-FFT) que transfiere, de modo reversible, un fructosil de un fructano
con un grado de polimerizacion mayor o igual a la molécula de 1-kestosa generando asi
inulina cuya estructura lineal de diferente grado de polimerizacién (Vjin y Smeekens,
1999). En las especies de la familia Alliaceae, a la que pertenece el ajo, en adicion a la
inulina, se pueden sintetizar fructanos del tipo neo-serie de inulina, formados por la
polimerizacion de la neo-kestosa que es catalizada por la enzima 6-glucosa-fructano-
fructosil-transferasa (6G-FFT) que uno el residuo fructosil de una molécula de 1-kestosa al
Ce del residuo de glucosa de una molécula de sacarosa. La extension de la molécula de neo-
kestosa se lleva a cabo por la participacién de la enzima 1-FFT que generara diferentes neo-
series de inulina con diferentes grados de polimerizacién. En general se ha mencionad que
los grados de polimerizacidn de estos fructanos es dependiente del tipo de planta y por lo
tanto de las caracteristicas de la enzima 1-FFT particular, por lo que en ajo se reportan
grados de polimerizacion de mas de 50 mientras que en cebolla se sefialan grados de
polimerizacion de 6 a 12 ( Vjin y Smeekens, 1999).

B-SFT 1-FFT neo-series de inulina
neo-series de levano f-2.6 {—— I::) B-2.6 ¥ f-2,1

EG-FFI'“
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ﬂ &SHﬂ
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FEH B-5FT
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Figura 19. Biosintesis de fructanos en plantas (Vjin y Smeekens, 1999)
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2.6.3.3 Los fructanos y su relacion en la bulbificacion

La mezcla de carbohidratos presente en el ajo estd conformada por monosacéridos
(glucosa y fructosa), disacaridos (sacarosa), trisacaridos (1-kestosa y neo-kestosa) y
fructanos de diferentes grados de plimerizacion (Baungartner et al., 2000). Se ha dicho que
la neo-kestosa es la unidad principal de la molécula de fructano y que estos en el ajo tienen
un alto peso molecular y un grado de polimerizacion (DP) de 58 (Figura 20).

H HO H O H HID
H CHOH H CHOH My CH,

Figura 20. Estructura sugerida para el fructano de ajo; n = 9 para un DP = 58
(Baungartner et al., 2000)

Algunos trabajos han reportado que en el inicio de la bulbificacion, existe
acumulacién de carbohidratos en la base de las hojas (Butt, 1968; Lercari, 1982). También

se han observado incrementos en la concentracion de fructanos en plantas de cebolla
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expuestas a condiciones inductivas de bulbificacion, incluso antes de que los bulbos

comiencen a hincharse notoriamente (Brewster, 1994).

Le Guen-Le Saos, et al., (2002) en su estudio de formacién de bulbos de chalote in
vitro, encontraron que la aplicacion de ancymidol (retardador de crecimiento) en el medio
de cultivo indujo una disminucion de 66% en el contenido de sacarosa en las bases de las
hojas, e incrementd las cantidades de glucosa, fructosa y fructanos en 188, 274 y 131%
respectivamente. Este trabajo destacd la importancia que tiene el evaluar el efecto de
inhibidores en la sintesis de fructanos. Aungue no se conoce qué efecto podria tener este

tipo de compuestos en la actividad enzimatica de la sacarosa-sacarosa fructosiltransferasa.
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I11. JUSTIFICACION

Debido a la importancia econémica que tiene el cultivo de ajo en México y a las
pérdidas registradas (30-50% de la produccion total) por los productores del municipio
Cosio, Aguascalientes en la cosecha 2011-2012, provocadas por las condiciones climaticas
poco favorables de ese ciclo que impidieron un correcto proceso de bulbificacion
permitiendo el desarrollo bulbos “acebollados” o “rebrotados”. Es por ello que el presente
trabajo mediante el uso de inhibidores de sintesis de giberelinas (PBZ); y de compuestos
inductores de la tuberizacion y del crecimiento radial (MeJA) pretende dar solucion a la
falta de horas de frio requeridas (550 h a <5°C) para que el proceso de bulbificacion ocurra

adecuadamente

Hasta el momento existe muy poca informacion desde un punto de vista
bioquimico sobre el proceso de bulbificacidn en ajo. Son pocos los trabajos que evaltan el
efecto de la temperatura durante el desarrollo del cultivo en la biosintesis de reguladores de
crecimiento involucrados en el proceso de bulbificacion in vivo y la adicién exdgena de
compuestos promotores o inhibidores de crecimiento. Por ello en éste estudio, se pretende
evaluar la aplicacion en suelo de diferentes concentraciones de estos compuestos en dos
distintos periodos del ciclo del desarrollo del cultivo. Buscando con ello obtener bulbos de

ajo de buena calidad y libres de defectos.
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IV. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar el efecto de la aplicacion al suelo de diferentes dosis de metil jasmonato y

paclobutrazol en el proceso de la bulbificacion y diferenciacion de los bulbos de ajo (Allium

sativum L.) cv ‘Coreano’.

4.2 Especificos

1.

Evaluar el efecto de la aplicacion de paclobutrazol (PBZ) en el desarrollo de bulbos
de ajo.

Evaluar el efecto de la aplicacion de metil jasmonato (MeJA) en el desarrollo de
bulbos de ajo.

Determinar el efecto del PBZ y MeJA en el rendimiento total y calidad de los
bulbos de ajo.

Cuantificar los cambios de giberelinas (GAs) durante el desarrollo de los bulbos de
ajo debido a la aplicacién de los reguladores de crecimiento.

Determinar el efecto del PBZ y MeJA en el contenido de azlcares

(glucosa+fructosa, sacarosa y fructanos) en bulbos durante su desarrollo.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material bioldgico

Se utilizaron bulbos de ajo (Allium sativum L.) cv. ‘Coreano’, del ciclo de
produccion 2011-2012 procedente del rancho “El Refugio” localizado en el municipio
Cosio, Aguascalientes (Figura 21). Donde se presenta un clima de seco a templado con una
temperatura media anual de 16.1°C.

Figura 21. Ubicacion del municipio Cosio, Ags.

5.2 Estrategia experimental

Previo a la fecha de siembra, un lote de bulbos fue transportado al Laboratorio de
Fisiologia y Bioquimica Poscosecha de Frutas y Hortalizas de la Universidad Auténoma de
Querétaro donde se seleccionaron bulbos sanos, firmes, integros, de tamafio uniforme y
libres de dafio mecanico; estos se desgranaron manualmente. Los dientes se seleccionaron
por tamafio y se trataron por inmersién en soluciones de Bactrimicin®, Basudin®, Folicur®y
Buffex® para el control de enfermedades y nematodos que atacan a este cultivo en las
primeras etapas del desarrollo de la planta. Los agroquimicos fueron aplicados de acuerdo a
las especificaciones del fabricante y a las recomendaciones de los productores (Tabla 2).
Este tratamiento se aplicd un dia antes de la siembra.
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Tabla 2. Agroguimicos utilizados como plaguicida, bactericida y fungicida en dientes
“semilla”

Agroquimico Tiempo de aplicacion  Dosis para 20 L de

(min) agua
Basudin® + Folicur® 15 66 mL + 10 mL
Buffex® 50 99
Bactrimicin® 15 120 g

Una vez preparadas las soluciones los dientes “semilla” se colocaron dentro de una
malla y se sumergieron en las soluciones por los periodos de tiempo indicados.

Posteriormente fueron escurridos para eliminar el exceso de la solucion.

La Figura 22 muestra la estrategia seguida para el desarrollo de los experimentos.
En el mes de octubre los dientes desinfectados se llevaron a un huerto comercial “El Pozo”
ubicado en el municipio de Tepazala, Ags., donde fueron sembrados manualmente en
surcos de dos hileras de plantas con 7 cm de distancia entre cada diente. La siembra se
realizd en tres surcos distintos, en cada surco se sembrd una repeticion de cada uno de los

tratamientos (Figura 23).

La eleccion de la parcela experimental se basé en que ésta localidad registra una
temperatura media mayor en aproximadamente 2 a 3°C de los municipios de Cosio que
presenta una temperatura media entre 15 a 18°C; lo cual supone que la acumulacién de
horas frio necesarias para el desarrollo de la variedad ‘Coreano’ en esa localidad no se
cumplirian y por ello favoreceria las condiciones del experimento. Es decir, se podria
observar el efecto que tienen los reguladores de crecimiento aplicados en la induccién de la

bulbificacion y diferenciacion de los dientes.

Los procedimientos de manejo y fertilizacion del cultivo la realizaron los

productores donde se llevo a cabo el experimento.
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Seleccion de bulbos
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Figura 22. Diagrama de flujo experimental. Donde 1: aplicacion de reguladores en marzo;
2: aplicacion de reguladores en abril; y 1y 2: aplicacion de reguladores en marzo y abril.
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Figura 23. Esquema de parcela experimental y distribucion de tratamientos

5.3 Programa de muestreo

Los dientes “semilla” (almacenados a temperatura ambiente) se sembraron el 11
de octubre de 2012 en el huerto comercial “El Pozo” ubicado en el municipio de Tepezala,
Ags. Durante el desarrollo del cultivo se realizaron 6 muestreos mensuales y uno posterior

a la cosecha (Tabla 3).

Tabla 3. Fechas de muestreo del ciclo de cultivo 2012-2013

Muestreo Fecha DDS
Siembra 11-oct-12 0
1 11-dic-12 61
2 14-ene-13 95

3 11-feb-13 123

4 07-mar-13 147

5 04-abr-13 175

6 09-may-13 210

Cosecha  22-may-13 223

7 20-jun-13 252

5.4 Disefio experimental y anélisis estadistico
Se seleccion6 un disefio en bloques completamente aleatorizado utilizando dos
factores de estudio cada uno con tres niveles; cada blogue estuvo conformado por nueve

tratamientos. Se realizaron tres repeticiones (Tabla 4) (Figura 23).
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Tabla 4. Disefio de tratamientos

Factor

Niveles

Regulador de crecimiento

PBZ (1000 ppm)
MeJA (250 ppm)
Control (Agua)

Numero de aplicacién

Marzo
Abril
Marzo + Abril

El experimento constd de 27 unidades experimentales, los cuales fueron

distribuidas en tres surcos (bloques). Cada bloque contaba con nueve tratamientos

colocados en orden aleatorio. Se sembraron 125 dientes por tratamiento, de los cuales 28

eran dientes grandes (> 5 g), 78 medianos (5 g) y 19 pequefios (< 5 g).

La Tabla 5 muestra las abreviaturas con las que fueron connotados los cada uno de

los 9 tratamientos.

Tabla 5. Abreviaturas utilizadas para tratamientos

Regulador Fe_cha _d,e Abreviatura
aplicacion
marzo Cm
Control abril Ca
(agua)
marzo-+abril Cma
marzo Mm
MeJA abril Ma
marzo-+abril Mma
marzo Pm
PBZ abril Pa
marzo-+abril Pma

Se realiz6 un andlisis de varianza de las variables de respuesta consideradas:

crecimiento, contenido de GAs, azUcares y fructanos asi como de los rendimientos y

calidad de la cosecha en diferentes periodos a través del tiempo. En caso de diferencia entre
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los tratamientos considerados se realiz6 como una comparacion de medias utilizando la

prueba de Tukey con una probabilidad o = 0.05, utilizando el programa estadistico JMP® 8.

5.5 Aplicacion de reguladores de crecimiento

Tanto el paclobutrazol (PBZ) como el metil jasmonato (MeJA) se aplicaron al suelo
en dos fechas distintas durante el ciclo de cultivo. La primera fecha de aplicacion fue el 7
de marzo antes del inicio de la bulbificacion, y la segunda el 4 de abril cuando las plantas
estaban iniciando su proceso de bulbificacion. Para cada aplicacion se identific6 en campo
los surcos y repeticiones que llevaria cada tratamiento; en cada planta se abrié el suelo
hasta descubrir el bulbo y ahi se aplicaron 20 mL de las soluciones de cada regulador o de
agua (grupos control) (Figura 24). Las aplicaciones se realizaron 20 h después del riego
para evitar una dilucién de los compuestos en el suelo. Ademas estas aplicaciones se
realizaron durante las primeras horas de la mafiana para facilitar que los compuestos fueran
absorbidos por la planta al incrementar su actividad fotosintética diaria. Las
concentraciones de ambas soluciones fueron 1000 ppm y 250 ppm para PBZ y MelJA,
respectivamente. Como se mostré en la estrategia experimental (Figura 22); unos
tratamientos recibieron sélo una aplicacion (marzo o abril) y otros recibieron dos

aplicaciones (marzo y abril).

(/4

Figura 24. Aplicacion en suelo de MeJA (250 ppm) a plantas de ajo
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5.5.1 Preparacion de la solucion de paclobutrazol (PBZ)

Para cada fecha de aplicacion, se prepararon en laboratorio 16 L de solucion de
PBZ a 1000 ppm, para ello se utilizaron 69 mL de paclobutrazol en suspension acuosa
(Cultar® 25 SC, Syngenta) los cuales se disolvieron en 16 L de agua destilada a pH de 6.
Las soluciones fueron llevadas a campo el dia de su aplicacion. Los volumenes de solucion

fueron aplicados mediante dosificadores (Figura 25).

Figura 25. Dosificadores utilizados para la aplicacion de los reguladores de crecimiento

5.5.2 Preparacion de la solucion de metil jasmonato (MeJA)

Se prepararon 16 L de MeJA a 250 ppm. 4.5 mL de metil jasmonato al 95%
(Sigma-Aldrich) se colocaron en el volumen de agua a la cual se le ajusto el pH a 6; para
lograr la total dispersion del MeJA en el agua se adiciond6 TWEEN® 80 al 2% (v/v) (Sigma-
Aldrich) (Yao y Tain, 2005) y la mezcla se homogenizé mediante un Ultra Turrax® (T25

basic, IKA). Las aplicaciones se realizaron como se describio para el caso de PBZ.

5.6 Determinaciones durante el desarrollo

Mensualmente se efectuaron muestreos de 5 plantas diferentes de cada tratamiento
a las cuales se les realizaron las siguientes determinaciones: parametros de crecimiento
(porcentaje de emergencia, altura de la planta, nimero de hojas, ancho de hoja, didmetro
del cuello y del bulbo, indice de bulbificacion), peso fresco, contenido de giberelinas (GAS)
y azUcares (azUcares reductores, sacarosa Yy fructanos). De cada una de las 5 plantas
muestreadas se tomaba una muestra representativa de bulbo, se congelaban con nitrégeno

liquido y se almacenaban a -70°C hasta su analisis. El contenido de giberelinas (GASs) y
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azucares (glucosa+fructosa, sacarosa y fructanos); se realizd en muestras de previamente

liofilizados.

Al final del ciclo de cultivo, las plantas fueron arrancadas y llevadas a las
instalaciones de Proajo para ser curadas a la sombra durante dos semanas; posteriormente el
follaje fue removido y los bulbos obtenidos fueron clasificados de acuerdo a su tamarfio y

defectos siguiendo los criterios de la Asociacion de Productores de Ajo de Aguascalientes.

De forma simultanea y durante todo el ciclo de cultivo se llevo un registro diario
de las temperaturas (maxima, minima y media), del fotoperiodo y la radiacion luminica
méxima (W/m?) de las estaciones climatolégicas mas cercanas al sitio experimental y que
pertenecen a la Red Nacional de Estaciones Estatales Agroclimaticas del INIFAP (Estacion
Makelisa y CEPAB) cuyas bases de datos estan disponibles en el pégina

http://clima.inifap.gob.mx/redinifap/. Con esta base de datos de esas estaciones se calculd

la suma de horas diarias cuyas temperaturas registradas estuvieran por debajo de 5°C con
las cuales se calculd las horas de frio acumuladas por el cultivo. Adicionalmente, en la
parcela experimental se coloc6 un registrador de temperatura y humedad relativa
(LASCAR electronics, Mod. EL-USB-2) con el cual se hicieron los mismos célculos

indicados.

5.6.1 Porcentaje de emergencia de plantas
A los 18 y 36 dias después de la siembra se contaron el nimero de plantas
emergidas y éstas se relacionaron con el nimero de dientes sembrados expresandose la

emergencia como porcentaje.

5.6.2 Variables fenoldgicas

Una vez emergidas por completo las plantas, se realizaron muestreos mensuales durante
el ciclo de cultivo. En cada muestreo se tomaron cinco plantas al azar de cada repeticion y
de cada tratamiento para determinarles peso fresco, altura de la planta, ancho de la base de
las hojas, numero de hojas por planta, diametro del bulbo y del cuello e indice de
bulbificacion, el cual se calculé mediante la siguiente ecuacion (Mann, 1952).
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Diametro bulbo
Diametro cuello

IB=

Cuando el IB es mayor a 2, se considerd que el proceso de bulbificacion habia

iniciado (Clark y Heath, 1962).

Con la finalidad de observar el proceso de diferenciaciacion de dientes, los bulbos
de cada planta fueron cortados de forma transversal para contar el nimero de dientes por

bulbos y detectar posibles anormalidades en el tejido interno de los bulbos.

5.7 Métodos utilizados
5.7.1 Analisis de giberelinas
5.7.1.1 Extraccién

La extraccion de giberelinas se realizd utilizando el método reportado por
Rakhimbaev y Ol’shanskaya (1976) modificado por Vazquez-Barrios (2005) (Figura 26).
Un gramo de bulbo liofilizado, se homogeniz6 en 45 mL de alcohol metilico al 80%. El
homogenizado se dej6 reposar durante 18-24 h a 4°C; se filtr6 en papel Whatman No. 1. El
filtrado se someti6 a evaporacion a 40°C en un rotavapor hasta eliminar la fraccion

metanolica. El extracto se acidificé con HCI 1N a pH 3-3.5.

1 g ajo liofilizado + Homogenizar y ) Concentrar a 40°C en e
45 mL metanol ~| refrigerar (4°C) por > w&;at:nzr;]pﬁgei rotavapor hasta resido Aud\f;ca}r—lc;r% ECI e
(80%) 18-24 h : acuoso P 5=

Agregar 5 mL de Dejar reposar hasta Con la fase acuosa se repiten EI_|m|nar Evaporar en
acetato de etilo. que se separen 2 los 2 pasos anteriores. Mientras SIS 2 rotavapor (40°C) el
Colocar en embudo fases (fase acousa y que en cada separacién se a’%uascct))n solvente hasta
de separacion orgénica) colecta |a fase organica anaﬁidrg sequedad
|
!

Resuspender en 1 Filtrar por
ml de metanol al membrana de nylon Analizar por HPLC-PAD

100% de 0.2 pm

Figura 26. Esquema general de extraccion de giberelinas libres (Rakhimbaev y
Ol’shanskaya, 1976; modificado por Vazquez-Barrios 2005

Las giberelinas se extrajeron por la técnica de particion de solventes; al extracto
concentrado se afiadieron en tres ocasiones 5 mL de acetato de etilo usando un embudo de

separacion. De cada adicion de acetato de etilo, se recolectd la fase organica y el exceso de
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agua presente en ellas se elimina con Na SO, anhidro. La fase organica de acetato de etilo
se evaporod hasta sequedad en un rotavapor (BUCHI R-205, B-490) a 40°C vy el extracto
seco se resuspendié en 1 mL de metanol al 100%. EIl extracto metanolico se filtro en
membrana de nylon de 0.2 um. El filtrado que contenia las giberelinas libres se almacené

en refrigeracion hasta su analisis.

5.7.1.2 Separacion y cuantificacion de giberelinas

La separacién y cuantificacion se realizd mediante cromatografia de liquidos de
alta resolucion acoplado a un detector de arreglo de diodos, HPLC-PDA, que registro la
absorbancia de la muestra a 205 nm. Se utiliz6 un equipo HPLC Waters® Alliance® 2695 y
un detector de arreglo de diodos Waters™ 2998 equipado con una columna Symetry Cig de

3.5 um de tamafio de particula y de 4.6x100 mm de diametro y largo, respectivamente.

De acuerdo con Vazquez-Barrios (2005) se utiliz6 un doble gradiente de
concentracion de acetonitrilo con una fase movil A (agua con 5% de acetonitrilo y 0.01%
de &cido fosférico) y una fase B (acetonitrilo con 5% de agua y 0.01% de acido fosforico)
(Tabla 6) la fase mavil corrié a un flujo de 1 mL/min en un tiempo de corrida de 35 min. El
volumen de muestra (extracto metanolico) inyectado al equipo HPLC-PDA fue de 10 pL.
Los tiempos de retencidn y espectros de absorcion se compararon con el espectro de un

estandar comercial de giberelinas GA3 (Sigma Chemical).

Tabla 6. Gradiente de concentracion para la separacion de GAs por HPLC

T(lrenrinnp;o (mFI_IernC:n) Fase A (%) Fase B (%)
0 1 90 10
15 1 30 70
20 1 30 70
21 1 0 100
28 1 0 100
30 1 90 10
35 1 90 10
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Mediante la comparacion de areas bajo la curva y los espectros de los picos de las
muestras con el estandar comercial (&cido giberélico, GA3) se realiz6 la cuantificacion del
compuesto de interés (Anexo 9.1).

5.7.1.3 Bioensayo para la determinacion de actividad giberélica de los compuestos
separados por HPLC

Para demostrar la actividad giberélica de los compuestos separados por HPLC se
aplico un método basado en la capacidad que tienen las giberelinas de inducir la sintesis de
enzimas hidroliticas del almidén en granos de trigo en estado germinativo (Nicholls y
Paleg, 1963) (Figura 27). Para que la germinacién de un grano ocurra se requiere de la
produccidn de enzimas hidroliticas para debilitar la capa protectora del grano, movilizar los
nutrientes de del endospermo, estimular el crecimiento del embridn y activar al meristemo
del embridn para que produzca nuevas raices y brotes. En todos los procesos anteriores las
GA s se encuentran implicadas (Thomas et al. 2005)

Cubierta de

frutos y

semillas
Capa de
aleurona

D Nutrientes

(mondémeros)

|
Endospermo /\K

(con reservas ~

almacenaV g R
Embrién

El embrién se embebe de

El embrion segrega giberelinas que
agua y se hincha

{penetran el interior de la capa de aleurona,

Las enzimas digestivas son sintetizadas de
los aminoéacidos. Estas enzimas, junto con
otras enzimas de la aleurona, se mueven
hacia el endospermo.

Las enzimas digieren las proteinas y el
almidén en el endospermo, liberando los
monoémeros con los cuales el embrion
sintetizara nuevas células.

donde disparan la digestion de las
proteinas a aminoacidos.

Figura 27. Esquema de accion de las GAs en la germinacién de granos

De varias muestras se colectaron las dos fracciones (t = 22.7 min y 23.6 min) de
interés a la salida del detector PDA (Waters® 2998). Se evaporo el solvente en corriente de
N2, los compuestos adheridos a las paredes del vial se resuspendieron en 500 pL de
metanol al 100%. Este nuevo extracto fue inyectado en el sistema HPLC-PDA para conocer
la concentracion de las fracciones. Una vez conocida la concentracion de giberelinas en la

solucion de metanol se evaporo y se resuspendid en 500 pL de agua destilada
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En tubos Falcon™ se colocaron 20 granos de cebada (=0.54 g) previamente
descascarillada y desembrionada a los que se les agrego los 500 pL del extracto acuoso de
las fracciones detectadas y se dejo incubar a 35°C durante 24 h. Transcurrido dicho tiempo,
se adiciond 10 mL de agua destilada, se homogenizo la mezcla con un Ultra Turrax (IKA
T25 BASIC), durante 20 s. EI homogenizado se centrifugd a 10 000 rpm a 4°C por 10 min.
Del sobrenadante se tomaron 3 alicuotas para realizar ensayo de azUcares reductores por
DNS; método que se basa en la reduccion del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) a acido 3-
amino-5-nitro-salicilico (ANS) y durante este proceso, el grupo aldehido del azlcar es

oxidado al respectivo &cido carboxilico (Saquib y Whitney, 2011).

En dicho bioensayo se incluyeron dos controles uno negativo (H,O destilada) y
otro positivo (GA3, 1 mg/mL). La concentracion de azlcares reductores presentes en las
fracciones y en los controles se calcul6 mediante una curva de calibracién de maltosa
(Anexo 9.2).

5.7.2 Cuantificacion de carbohidratos en bulbos

Se utilizaron dos métodos espectrofotométricos para cuantificar los azucares
presentes en las muestras. EI método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) con el cual se
conocid el contenido de azucares reductores libres en el extracto, y el método de la
hidrazida del &cido p-hidroxibenzoico que se emple6 junto con un kit enzimatico (K-FRUC

03/12, Megazyme) para calcular la concentracién de sacarosa y fructanos.

5.7.2.1 Obtencion de extracto de carbohidratos
Las muestras de tejido de ajo liofilizado fueron molidas utilizando un molino de
café y especias (KRUPS GX4100).

A 50 mg de muestra molida se le agregaron 20 mL de agua destilada (pH 6) a
80°C, se mantuvo en agitacion y a temperatura constante (80°C) durante 15 minutos.
Transcurrido dicho tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente para posteriormente
aforar a 25 mL la solucion se filtro en papel filtro Whatman No. 1. Esta solucion fue

considerada como el extracto para la cuantificacion de azUcares.
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5.7.2.2 Cuantificacién de monosacaridos solubles en agua

Mediante el método del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) se cuantifico el
contenido de glucosa y fructosa libres en el extracto (Miller, 1959). En un tubo de ensaye se
colocan 0.5 mL de extracto y 0.5 mL de reactivo DNS (Anexo 9.4), se agita en vortex y se
Ileva a bafio de agua en ebullicion durante 5 minutos. Se dejo enfriar y posteriormente se le
agregaron 5 mL de agua destilada. Se agitd nuevamente en vortex y se deja reposar durante
15 minutos. Las muestras se analizaron en un espectrofotometro UV/VIS (Lambda 40,
Perkin Elmer Instruments) a una longitud de onda de 540 nm (Bello-Gil et al., 2006).

La concentracion de monosacaridos solubles en agua presentes en las muestras de

ajo se determin6 mediante una curva de calibracion de glucosa (Anexo 9.3).

5.7.2.3 Determinacion de fructanos

Se utilizé un método enzimatico y espectrofotométrico de la AOAC usando el Kit
de Megazyme fructans K-Fruc assay (AOAC método 999.03 y ACC método 32.32.1). El
cual se basa en el siguiente principio general: los fructanos presentes en la muestra de
estudio son hidrolizados a D-glucosa y D-fructosa mediante fructanasas. Los azlcares
reductores generados de dicha hidrolisis son cuantificados por el método de la hidrazida del
acido p-hidroxibenzoico (PAHBAH) que da como producto un compuesto colorido que se
mide espectrofotométricamente a 410 nm. Dado que en la muestra pueden existir otros
azUcares que sobrestimen el contenido de fructanos; es necesario eliminarlos antes de dicha
determinacion. Mediante una sacarasa especifica la sacarosa se hidroliza a D-fructosa y D-
glucosa; simultaneamente, el almidon y los maltosacaridos (si estan presentes en la muestra
son hidrolizados de igual forma por la accion combinada de la B-amilasa, pululanasa y
maltasa. Los azUcares reductores generados son reducidos a alcohol azlcares por un
tratamiento con borohidruro de sodio alcalino los cuales no reaccionan con el PAHBAH.
La solucion se neutraliza y el exceso de NaBH, es removido por tratamientos con acido
acetico. Una vez hecho este procedimiento, es posible llevar a cabo la hidrolisis y

cuantificacion de fructanos.
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5.7.2.3.1 Remocion de sacarosa

Se colocd 0.2 mL de extracto en tubos de ensaye, se afiadié 0.2 mL de una mezcla
de Sacarasa/B-amilasa y se incub6 a 40°C por 30 minutos. A continuacion se adiciono 0.2
mL de solucion alcalina de borohidruro de sodio, se agitd en vértex e incub6 a 40°C por 30
minutos. Al término de la incubacion se le afiadio 0.5 mL de acido acético 2 M y agito en

vortex. Para fines practicos a esta solucion se le denota como solucion S.

5.7.2.3.2 Hidrolisis y medicién de fructanos

Se tomaron 2 alicuotas de 0.2 mL de la solucion S, a una se le adicion6 0.1 mL de
fructanasa, para hidrolizar los fructanos contenidos en las muestras de ajo, mientras que al
segundo tubo se le agregd 0.1 mL de buffer de acetato de sodio 0.1 M, que se usé como
blanco. Todos los tubos se incubaron a 40°C durante 1h. Posteriormente se les afiadio 5 mL
de la solucion PAHBAH vy se incubaron en bafio de agua a ebullicion por 6 minutos, tiempo
necesario para que el reactivo PAHBAH reaccione con los azucares reductores presentes en
las muestras evidenciandose por el desarrollo de color amarillo. Después de remover los

tubos del bafio de agua se colocaron en un bafio de agua fria (18-20°C) por 5 minutos.

La cuantificacion de D-glucosa y D-fructosa (azUcares reductores) se realizd
mediante la lectura de la absorbancia a 410 nm en un espectrofotémetro UV/VIS (Lambda
40, Perkin Elmer Instruments). La concentracion de fructanos (p/p) presentes en las

muestras se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion:

1.1 100 1 162
O.ZX w XIUOUXIBO

%fructanos(p/p) =Ag x Fx5xV X

i V
%fructanos(p/p) = Ay X F XW % 2.48

Donde:

Aa = (absorbancia muestra) — (absorbancia blanco)

F = (54.5 pug D-frucosa/ absorbancia del estandar de D-fructosa para 54.5 pug D-fructosa)
[Factor para convertir valores de absorbancia de pug de D-fructosa (McCleary y Murphy,
2000).

5 = Factor para convertir 0.2 mL analiazados a 1 mL
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V = volumen (mL) de extracto usado

W = Peso (mg) de muestra extraida

100/W = Factor para expresar los fructanos como porcentaje de peso de la muestra

1/1000 = Factor de conversion de pg a mg

162/180 = Factor de conversion de D-fructosa libre a anhidrofructosa e hidroglucosa como

ocurre en fructanos (McCleary y Murphy, 2000).

5.8 Determinaciénn de rendimiento y calidad de la cosecha

Al final del ciclo de cultivo y previo a la cosecha, se delimitaron 3 m lineales de
cada tratamiento; los cuales se separaron el dia de la cosecha y se almacenaron durante dos
semanas en un lugar protegido por el sol y con buena ventilacion a fin de que el follaje de
las plantas se secara, esta practica es conocida como curado, y tiene por finalidad reducir la
susceptibilidad a pudriciones durante el almacenamiento. Una vez finalizado el proceso de
curado, a cada bulbo se le corto el follaje y los bulbos resultantes se clasificaron por calibre
y por defectos siguiendo los criterios de la Asociacion de Productores de Ajo de
Aguascalientes.

5.8.1 Clasificacion por calibre

El tamafio o calibre de los bulbos se determind usando el patrén de calibres
utilizado por la Asociacion de Productores y Exportadores de Ajo (Figura 28). Esta
clasificacion consiste en separar los bulbos de acuerdo al diametro mayor de los bulbos que

corresponden a los diferentes calibres comerciales establecidos (Tabla 7).

5.8.2 Rendimiento total y por calibre por hectarea

Los bulbos de cada calibre fueron contados y pesados, con estos datos se realizé el calculo
para expresar el rendimiento en kilogramo por hectarea. Para el célculo por hectarea se
consideran las plantas o bulbos obtenidos en los tres metros lineales de evaluacion y se
extrapold a una hectarea. Para ello se tomo en cuenta que la separacién entre plantas fue de
7 cm, que los surcos estuvieron sembrados a dos hileras de plantas y que cada surco estaba

separado por una distancia de 85 cm.
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Tabla 7. Escala de calibres determinados
de acuerdo al didmetro del bulbo de ajo

. Diametro del
Calibre bulbo (cm)
<6 4
6 4.5
7 5
8 55
9 6
10 6.5
11 7
. . L 12 7.5
Figura 28. Plantilla de calibracion de 512 >75

bulbos de ajo

5.8.3 Porcentaje de bulbos con defectos

Por las caracteristicas visuales de los ajos cosechados se identificaron los bulbos
“acebollados” (ausencia de dientes), rebrotados, mal llenados (falta de madurez), bulbos
irregulares, y los que presentaban dafios mecanicos. Con el peso de estos ajos y el peso total

de los tratamientos se obtuvo el porcentaje de los bulbos defectuosos.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Analisis climatico de la zona de produccion

El municipio de Cosio se encuentra localizado al norte del Estado de
Aguascalientes y cuenta con las condiciones climaticas adecuadas para el cultivo de ajo
jaspeado. Sin embargo, en este trabajo se planted situar el experimento en una zona donde
las temperaturas minimas fueran superiores a las de Cosio con el objetivo de inducir la
bulbificacion y diferenciacion a través de la aplicacion de los reguladores de crecimiento,
es decir, los reguladores aplicados deberan minimizar el efecto negativo en la bulbificacion

por la falta de horas de frio requeridas por esta variedad.

Con los datos proporcionados por la Red Nacional de Estaciones Climatologicas
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP, en sus
estaciones Makelisa y CEPAB con coordenadas geograficas indicadas en la Tabla 8, se
registraron los datos diarios de temperatura méaxima, minima y promedio los cuales se

muestran en la Figura 29.

Tabla 8. Localizacién de las estaciones climatoldgicas seleccionadas en Aguascalientes

Estacion Latitud Longitud Municipio

Makelisa 22° 1313”7 102° 16’ 297 Tepezala
CEPAB 22°09’54” 102° 42’ 07” Pabelldn de Arteaga
Fuente: http://clima.inifap.gob.mx/redclima

Durante el tiempo de experimento (223 dias) el intervalo de variacion de la
temperatura maxima en la estacion Makelisa fue de 12 a 33.2°C mientras que la
temperatura media oscilo entre 6.6 y 22.5°C y la minima entre -4.7 y 13.8°C. Para la
estacion CEPAB la temperatura maxima se mantuvo entre 11.9 y 32.8°C, la media entre 6.8
y 22.4°C y la minima entre -3.6 y 14.5°C. De acuerdo con estos promedios, ambas

estaciones parecen mostrar una alta similitud.
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Figura 29. Registro de temperaturas méximas, minimas y promedio diarias de la estacion
Makelisa (a) y CEPAB (b)

Después de la siembra, las temperaturas maximas promedio disminuyeron desde
33 °C hasta 12°C dentro de los primeros 85 dias de desarrollo del cultivo para
posteriormente volver a incrementarse hasta registrar valores de 32°C al final del ciclo de
cultivo. La misma tendencia mostré la temperatura media al disminuir de 20 a 8°C en los

primeros 85 dias y al incrementarse de 8 a 22°C hasta el final del ciclo. También las

54



temperaturas minimas decrecieron desde 12 a -3°C y posteriormente se incrementaron hasta

12°C hacia el final del ciclo de cultivo (Figura 29).

En cuanto a la amplitud del fotoperiodo (Figura 30), éste también mostré una
disminucion desde 11:35 h en el dia de la siembra hasta 10:48 h a los 62 dias después de la
siembra. A partir de este valor minimo el fotoperiodo se incremento6 hasta alcanzar valores
maximos de 13:29 h el dia de la cosecha (223 dias después de la siembra). Una tendencia
similar se observé para la radiacion, la cual disminuy6 de 900 W/m? hasta 285 W/m? en los
primeros 85 dias, para posteriormente incrementarse a partir de esos valores hasta 980.5

W/m? al final del ciclo de cultivo.

1400
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Figura 30. Registro del fotoperiodo (h:m) y la radiacién luminica méxima (W/m?) diaria
durante el desarrollo del cultivo

Respecto de la acumulacion de horas de frio, definidas como la suma de horas en
las que la temperatura ambiente se encontraba por debajo de 5°C; la Figura 31 muestra
dicha acumulacion en ambas estaciones climatolédgicas para todo el ciclo de cultivo. A estos
datos se afiaden aquellos registrados mediante el termografo digital ubicado en la parcela

experimental.

En la estacion Makelisa se registraron 337.5 h, mientras que en la estacion CEPAB
se registrd la menor acumulacion de horas de frio (215.5 h) y en la parcela experimental se

registrd la mayor acumulacién de horas de frio (370.6 h) (Figura 31).
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Figura 31. Comparacion de horas de frio acumuladas en el campo experimental

Por trabajos previos realizados en el Laboratorio de Fisiologia y Bioguimica
Poscosecha de Frutas y Hortalizas se ha establecido que el ajo cv. ‘Coreano’ requiere mas
de 550 horas para inducir la bulbificacion y diferenciacion de los dientes (Lopez-
Hernandez, 2010). Los datos de temperaturas y acumulacion de frio en la parcela
experimental muestran que no se alcanzaron los requerimientos de frio necesarios para esta
variedad y por ello los efectos observados de diferenciacion y bulbificacion podrian ser

atribuibles a las aplicaciones de los reguladores ensayados.

De manera comparativa la Figura 31 muestra las horas de frio acumuladas en la
estacion climatoldgica mas préxima a Cosio (Los Pinos), municipio donde se tenia otra
parcela experimental con diferentes fines de estudio. En este sitio si se alcanzaron los
requerimientos de frio con lo que se logra un adecuado proceso de bulbificacién y

diferenciacion de los bulbos de ajo (568.5 h).

6.2 Desarrollo del cultivo
6.2.1 Emergencia de plantas

La Figura 32 muestra el porcentaje de plantas que emergieron después de 18 y 36
dias de la siembra; registrandose valores de 58 a 74% para 18 dias y de 94 a 97% para los
36 dias.
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Utrilla-Vazquez (2008) trabajando con esta misma variedad en la temporada 2007-
2008 y cultivada en la localidad de Macondo, Rincdén de Romos (municipio con
condiciones climéticas similares a Tepezald), registré una emergencia de 85% a los 18 dias
después de la siembra, porcentaje ligeramente mayor respecto a lo obtenido en este trabajo.
Es posible que las diferentes parcelas tuvieran manejos agronémicos diferentes del cultivo
que propiciaron estas diferencias. No obstante, después de 36 dias la emergencia de plantas

fue casi completa.

100

80 o

EE 18dds
N 36 dds

% emergencia
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Figura 32. Porcentaje de emergencia de plantas de ajo

6.3 Comportamiento fenologico previo a la aplicacion de los reguladores de
crecimiento

Debido a que las aplicaciones de los tratamientos se realizaron en los meses de
marzo y abril, hubo un periodo de 147 dias en el que todos los tratamientos eran iguales
(libres de aplicacion de reguladores) y por tanto se esperaria que el crecimiento de las
plantas fuera similar en los tres surcos experimentales. La Tabla 9 muestra la comparacion
de medias de las variables de crecimiento en los diferentes surcos de siembra y durante los
primeros 147 dias del cultivo. En esta misma tabla se afiaden los datos de crecimiento de
plantas de ajo crecidas en el municipio de Cosio con el objeto de comparar los datos de
crecimiento de la parcela experimental con los datos de una region con condiciones

climaticas adecuadas para el cultivo de esta variedad.
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Tabla 9. Comparacion de medias de variables morfoldgicas en dos parcelas experimentales
y distintas fechas DDS

Nim.  Altura Ancho D.cuello D. bulbo Peso
hojas (cm) hoja (cm) (cm) (cm) ()
7.40a  44.06b 1.66a 10.00b 16.74b  19.25b 1.67a
Tepezald 2 8.20a  51.00a 2.04a 12.15a 20.43a 34.49a 1.68a

DDS Mpio Rep. IB

o1 7.80a  43.56b 1.82a 10.97ab 18.72ab 24.65ab 1.71a
Cosio TA 540b 30.72c 1.20b 6.14c 10.35¢ 7.25¢c  1.69a
8.00a 48.00ab  2.68a 15.88ab  26.23a 50.93ab 1.65a

o5 Tepezala 2 8.00a 51.20a 2.86a 17.34a 29.28a 64.15a 1.69a
7.2ab  45.40b 2.34a 14.30b  23.5la 41.86b 1.64a

Cosio TA 6.4b 35.4¢c 1.48b 9.75¢ 16.14b  15.88c 1.66a

8.8b  58.56a 3.00a 16.07ab  28.25ab 70.75ab 1.76a

123 Tepezalda 2 9.6ab 56.52ab  3.06a 17.64a 31.23a 87.71a 1.77a
10.6a 61.28a 2.94a 20.87a  37.42a 119.86a 1.80a

Cosio TA  8.00b 48.22b 1.88b 11.76b  20.60b  36.57b 1.76a
9.80a  60.90a 3.14a 18.65a  34.08a 99.74a 1.82a

147 Tepezala 2 9.00a 61.50a 3.16a 20.14a 35.66a 114.27a 1.77a

8.80a  57.10a 2.80a 17.72a 31.76a  78.80a 1.78a
Cosio TA  820a 62.46a 2.68a 14.97a 28.80a 71.34a 1.92a

Letras diferentes por DDS representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (a = 0.05).
DDS: Dias desupues de siembra  TA: Temperatura ambiente  IB: Indice de bulbificacién.

De forma general se observa que después de 123 dias de crecimiento de las plantas
en la parcela experimental de Tepezala, Ags, el crecimiento de las plantas en los tres surcos
fue similar y por tanto se dedujo que era posible estimar un efecto de las aplicaciones de los
reguladores de crecimiento después de los 147 dias. No obstante, al comparar, dentro del
mismo periodo de tiempo, el crecimiento de esta variedad en el municipio de Cosio se
observan diferencias importantes entre ambos sitios. Las variables de crecimiento medidas
a las plantas sembradas en Cosio a los 61, 95 y 123 DDS fueron estadisticamente menores
respecto de las plantas ubicadas en la parcela experimental de Tepezald mientras que a los
147 DDS ya no se observaron diferencias en estas mismas variables. La mayor
acumulacién de horas de frio en la region de Cosio respecto de las acumuladas en Tepezal3,
asi como un manejo diferente de cultivo pudieron ser la causa de las diferencias observadas

en este periodo.
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Figura 33. Comportamiento de variables morfoldgicas: nimero de hojas (a), ancho de hoja
(b), altura (c), peso (d), diametro cuello (e), didmetro bulbo (f) e indice de bulbificacion (g)

La Figura 33 muestra mediante un ajuste suavizado (A=0.01) el comportamiento de
las variables de crecimiento. De manera general se observa una tendencia a incrementar en
cada una de las variables analizadas. No obstante, se aprecia que hubo una amplia
dispersion de las mediciones siendo mas notoria esa dispersion a medida que el cultivo se

desarrollo.

59



La Figura 34 muestra las diferencias de crecimiento entre ambas zonas de cultivo;
hasta los 123 DDS, se aprecia que las muestras procedentes de Tepezald tuvieron una
mayor altura, mayor numero de hojas y mas anchas, y mayores diametros del cuello y
bulbo; asi mismo, se aprecia que las plantas de Tepezala (Figura 32, 1a-4a) mostraron el
conjunto de hojas mas compacto respecto del mostrado por las plantas de Cosio (Figura 32,
1b-4b). A los 147 DDS las diferencias se hacen menos evidentes aunque el comportamiento

de crecimiento de las hojas en la parcela de Tepezalé continua siendo compacto.

Figura 34. Muestras de ajo a los 61 DDS (1), 95 DDS (2), 123 DDS (3) y 147 DDS (4) en
Tepezala, Ags., (a) y Cosio, Ags. (b)

De acuerdo con Clark y Heath (1962) la bulbificacion inicia cuando el indice de
bulbificacion es mayor a 2, la Figura 33 en conjunto con la Figura 34 muestran que las
plantas en el muestreo realizado a los 147 dias después de la siembra aun no ha iniciado

dicha proceso ya que la media de las muestras se encuentra en 1.73+0.13.

6.4 Efecto de las aplicaciones de los reguladores de crecimiento en el desarrollo de las
plantas

La Tabla 10 presenta los valores p del analisis de varianza que muestra la
significancia de las aplicaciones de PBZ y MeJA sobre el nimero de hojas, altura de la
planta, ancho de la hoja, diametro del cuello y del bulbo, peso fresco e indice de
bulbificacién a los 210 DDS.
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Tabla 10. Valor p de variables fenoldgicas con respecto a los factores y su interaccion

Variables
Factor 1 i i
Nu_m. Altura Anc_ho Diam. Diam. Peso IB
hojas hoja cuello  bulbo

Trat. (T) 0.6278 <0.0001 0.0393 0.0014 0.2155 0.0943 <0.0001
Surco (S) 0.5605 0.0855 0.0004  0.0039 0.4997 0.0322 0.1352

T*S 0.1833 0.0038 0.9881 0.7039 0.8518 0.5922 0.398
IB: indice de bulbificacion

Los tratamientos tuvieron un efecto significativo en las variables altura de la
planta, indice de bulbificacion, y diametro del cuello, y no tuvieron efecto en el nimero de
hojas, didmetro del bulbo y peso de la planta. El factor surco (bloque) tuvo un efecto
significativo en la variable ancho de la hoja y diametro del cuello y no tuvo efecto
significativo en las demas variables. Por su parte la interaccion tratamiento*surco solo fue

significativa en la variable altura de planta.

El efecto significativo de los blogues en algunas de las variables analizadas no es
esperado en una distribucion aleatoria de los tratamientos; puesto que indica que hubo
algunos otros factores no controlados en el experimento que afectaron de manera
independiente a esos bloques (surcos); dichos factores también pudieron afectar las

variables medidas.

La Tabla 11 muestra la comparacion de medias para cada uno de los tratamientos
en el muestreo 6 (210 dias después de la siembra). La aplicacion de PBZ tuvo notable
efecto en la altura (Figura 35 y 36a), siendo la aplicacion doble (marzo+abril) la que genero
una disminucion de aproximadamente 22% (17.59 cm) en la altura de las plantas respecto a
los otros tratamientos. Asi mismo, la doble aplicacion de PBZ vy la aplicacion de MeJA en
marzo generaron plantas de menor didmetro de cuello, 22.88 y 22.78 cm, respectivamente.
A pesar de que no hubo diferencias estadisticamente significativas, el tratamiento de con
MeJA en marzo mostré un mayor diametro de bulbo (63.88 cm); por ello en esa fecha de
aplicacion, al tener menor didmetro de cuello y mayor diametro de bulbo el indice de

bulbificacion fue mayor respecto de los demas tratamientos.
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Tabla 11. Comparacion de medias entre tratamientos de diferentes reguladores y fechas de
aplicacion para las variables de crecimiento después de 210 dias de desarrollo del cultivo

3 Ancho
Aplicacién  Trat. Ndm. Altura hoja D.cuello D.bulbo Peso B

hojas (cm) (cm) (cm) (cm) (9)

MeJA 7.47a 85.65a 3.67ab  22.78c 63.88a 230.98a 2.93a

Marzo PBZ 7.27a 78.07a  3.96a 28.38a 61.80a 230.98a 2.19cd
Control 7.07a 83.33a 3.65ab 24.76abc 61.95a 221.58a 2.52abcd

MeJA  74a 84.93a 3.67ab 25.93abc 61.39a 245.80a 2.43abc

Abril PBZ 72a 8043a 366ab 27.9ab  56.5la 221.17a 2.07d
Control 7.0a 81.27a  3.25b 23.09bc  62.46a 210.56a 2.79ab

Marzo MeJA 7.53a 83.16a 3.6ab 23.88abc 56.77a 202.66a 2.44abcd
+ PBZ 6.47a 65.57b 3.56ab  22.88c 60.86a 181.0l1a 2.75abc

Abril Control 7.2a 8253a 3.46ab 25.85abc 57.45a 215.60a 2.28bcd

Letras diferentes por columna representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (o = 0.05)
IB: Indice de bulbificacion.

Figura 35. Comparacion de altura de plantas de ajo entre tratamientos control, MeJA y

PBZ después de 210 dias de desarrollo (izg.) y plantas en campo tratadas con PBZ
(surco izq.)

Las Figuras 36, 37, 38 y 39 muestran graficamente el comportamiento de las
diferentes variables de crecimiento de los distintos tratamientos aplicados. Asi mismo la

Figura 35 muestra fotografias de las plantas a los 210 DDS.
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Figura 36. Cambios a través del tiempo del nimero de hojas (a) y altura (b) de plantas de
ajo sometidas a diferentes tratamientos con reguladores de crecimiento y plantas control.
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Figura 37. Cambios a través del tiempo del ancho de hoja (c) y diametro de cuello (d) de
plantas de ajo sometidas a diferentes tratamientos con reguladores de crecimiento y plantas
control.

64



80

60 -

50 ~

40 -

Didmetro de bulbo (mm)

30 -~

—— Pm Pa ——e— Pma

10 T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

DDS

350

300

250

200

Peso (9)

150

100

50

0 T T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
DDS

Figura 38. Cambios a través del tiempo del diametro de bulbo (e) y peso (f) de plantas de
ajo sometidas a diferentes tratamientos con reguladores de crecimiento y plantas control.
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Figura 39. Cambios a través del tiempo del indice de bulbificacion (IB) de plantas de ajo
sometidas a diferentes tratamientos con reguladores de crecimiento y plantas control.

El PBZ es un regulador de crecimiento cuya funcion es inhibir la biosintesis de
giberelinas (Thomas et al., 2005, George, 2008), lo que provoca una reduccion en la
elongacion celular y en el crecimiento de la planta, por ello el menor crecimiento de la
planta en los tratamientos con este compuesto se encuentra dentro de los resultados
esperados. El PBZ se usa comunmente para recudir el tamafio de plantas herbaceas. De
igual forma ha demostrado su actividad cuando es aplicado en palmeras y ajo (Ali y
Bernick, 2010 y Resende y Souza, 2002).

Rahim y Fordham (1994) en un experimento con ajos cv. ‘Bangladesh Local’
aplicaron PBZ (5 ppm) en solucion acuosa a dientes “semilla” por inmersion durante 24 h.
El tratamiento resultd efectivo al acelerar el desarrollo de la planta y el rendimiento se vio
incrementada. Los autores concluyeron que dicho regulador podria acortar el ciclo de
cultivo de ajo y favorecer la maduracion de bulbo. Cabe resaltar que el nimero de hojas
que tuvieron los ajos sometidos al tratamiento fue en promedio de cinco, mientras que en la

presente investigacién se obtuvieron ajos con 7 a 8 hojas, lo cual evidencia un posible
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problema con el régimen de fertilizacion que como consecuencia inhibi6 el efecto del PBZ

y sus efectos no pudieron ser claramente observados como en el trabajo anterior.

Los resultados obtenidos en éste trabajo contrastan con los obtenidos porGalaz-
Pérez (2008) quién aplico PBZ (1000 ppm) por inmersion de los dientes “semilla” que
habian sido almacenados a temperatura ambiente y a 5°C utilizando dos fechas diferentes
de siembra. En ningln tratamiento se observaron efectos sobre las variables morfolégicas
de estudio del ajo. No obstante, parece probable que el diferente método de aplicacién

utilizado en ambos trabajos sea la explicacion a estas diferencias.

Por su parte, Lopez-Hernandez (2010) forma realiz6 una aplicacién de PBZ (1000
ppm) por inmersion de los dientes “semilla” viéndose afectado solamente el didmetro de
cuello en el dia 157 después de la siembra el cual mostr6 un incremento de 3 cm con

respecto al tratamiento control.

Los resultados obtenidos en los tratamientos de MeJA en este trabajo (Figura 38)
coinciden con los reportados anteriormente por Ravnikar et al. (1994), Koda (1997) y Kim
et al., (2003) quienes vieron que la aplicacion exdgena de MeJA/JA indujo la formacién del

bulbo (6rgano de reserva) en ajo en ensayos in vitro.

Utrilla-Vazquez (2008) también evalu6 la aplicacién de MeJA (por aspersion
foliar) en la calidad de bulbos de ajo cv. ‘Retinto’, probd tres diferentes concentraciones (0,
250 y 1000 ppm) aplicados foliarmente a 30 y 60 dias antes de la diferenciacion del bulbo.
No obstante, no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos.
Esta autora explicd que posiblemente el modo de aplicacion del compuesto ademas de un
exceso de fertilizacion nitrogenada pudieron ser las causas por las cuales no encontraron
diferencias entre los tratamientos, y supone que un exceso de nitrégeno pudo haber alterado

la respuesta del cultivo a los tratamientos aplicados.

La Figura 40 muestra el aspecto visual de las plantas tratadas con MeJA en marzo
y cosechadas a los 210 DDS. Se puede observar una buena formacion de bulbos
(IB = 2.93). No obstante, el desarrollo de las hojas se ve muy compacto y en una planta se

observa un diametro de cuello mayor.
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Figura 40. Plantas de ajo tratadas con MeJA en marzo y cosechadas a los 210 DDS

A efecto de comparar el crecimiento de las plantas de ajo cultivadas en Cosio,
Ags. con las cultivadas en Tepezald, se registran los datos de crecimiento a los 175 y 210
DDS (Tabla 12). Los datos de las medias observadas de las variables consideradas a los 175
DDS son muy parecidos a los valores registrados a los 210 DDS en Tepezald; lo que
muestra que en ésta localidad el crecimiento fue méas pronunciado respecto a Cosio. A los
210 DDS los valores de altura de la planta y diametro del cuello son mayores en Tepezala
(Tabla 11) que los mostrados por las plantas cultivadas en Cosio donde se registraron
alturas més bajas y didmetros de cuello menores. Lo anterior, asociado con un diametro de
bulbo similar en ambas regiones, genera un indice de bulbificacion mayor en la parcela de
Cosio indicando una mejor bulbificacion de las plantas en esa region (IB = 3.7). Por otro
lado, los datos de mayor didmetro del cuello de las plantas de Tepezala parecen mostrar que
el crecimiento continuaba y no se habia iniciado el proceso de senescencia de las plantas

que las llevara con una calidad adecuada a la cosecha.
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Tabla 12. Variables de crecimiento en funcion de los DDS de plantas de ajo ‘Coreano’
cultivadas en Cosio, Ags.

NUm. Altura Ancho D. cuello D. bulbo

DDS hojas (cm) hoja (cm) (cm) (cm)

Peso (g) IB

175 10.91a  78.04a 3.42a 22.48a 43.51b 152.39a  1.92b
210 7.58b 71.37b 3.09b 17.70b 64.44a 168.48a  3.74a

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas en ambas fechas de muestreo por
prueba t de Student (¢=0.05).  DDS: dias después de la siembra  IB: indice de bulbificacion

6.5 Rendimiento y calidad de la cosecha de los bulbos

En las operaciones comerciales de ajo son muy importantes los factores de calidad
de los bulbos que incluyen el calibre, peso, firmeza, ausencia de defectos (bulbos
acebollados, rebrotados, con dafios mecanicos y bulbos incompletos) y el rendimiento por
hectarea. Todos estos pardmetros permiten evaluar desde un punto de vista
econdémico/productivo el efecto sobre la productividad de nuevas tecnologias aplicadas al

cultivo y su rentabilidad.

El calculo de los rendimientos se baso en las siguientes consideraciones; en cada
surco de plantas estas se encontraban a doble hilera y la separacién entre surcos era de 0. 85
m por lo que una hectarea contaba con 117.6 surcos de 100 m de largo, cada planta fue
sembrada a una distancia de 7 cm una de otra. Para cada tratamiento y repeticion se
establecio un tramo de 3 m de largo del surco de los que no se tomo ninguna planta durante
los muestreos del ciclo de cultivo. Al final del ciclo, el total de plantas de esa seccion del
surco fue llevado a la sombra hasta el término del proceso de curado (dos semanas).
Después de este tiempo a todos los bulbos se les separd las hojas secas y se procedio a
contar y pesar el total de bulbos y posteriormente estos fueron clasificados por tamafio y
por defectos de acuerdo al procedimiento descrito en la metodologia. Una vez clasificados
por calibre o por defectos, los bulbos fueron contados y pesados nuevamente. Los datos asi

obtenidos se extrapolaron desde 3 metros a una hectérea.

Los tamafios de los bulbos se establecen por calibres siendo los bulbos mas
pequerios los calibres menores que 6 (<4.0 cm de didmetro) y los mas grandes los calibres

mayores que 12 (>8.0 cm de diametro).
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En la Tabla 13 se resumen las medias y su comparacion estadistica del
rendimiento total, de los cuales se identificaron los bulbos acebollados y bulbos con
defectos. De manera general se observé un rendimiento total bajo (8.30 a 13.16 ton/ha) y
una alta produccion de bulbos acebollados y con defectos; los cuales representaron una
proporcion de alrededor del 40 a 60% de la produccién. Este porcentaje es muy alto para
una produccién comercial. La gran incidencia de bulbos acebollados y con defectos y el no
registrar diferencias significativas entre los tratamientos parece sugerir que tanto el clima
como otros factores del cultivo no permitieron detectar efectos favorables en los

rendimientos entre los tratamientos.

Tabla 13. Rendimientos por hectarea de la produccién total, de bulbos acebollados y
bulbos con defectos (Tepezala, Ags.)

Rendimiento (ton/ha)

Tratamiento

Total Acebollados Defectos
Cm 8.30a 1.28a 3.07a
Ca 8.38a 1.66a 1.28a
Cma 11.82a 1.72a 1.50a
Mm 10.89a 2.86a 1.84a
Ma 10.43a 3.29a 3.01a
Mma 10.25a 3.07a 2.42a
Pm 10.75a 2.64a 1.81a
Pa 12.69a 2.46a 2.57a
Pma 13.16a 3.69a 2.98a

Letras diferentes por columna representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (o = 0.05)
C: Control M: MeJA P:PBZ m:marzo a: abril

De manera conjunta en la Tabla 13 y la Figura 41 se observa un fenémeno opuesto
al esperado con la aplicacién de los reguladores. Con el soporte cientifico reportado
previamente por diversos investigadores se esperaba que estos reguladores indujeran una
bulbificacion adecuada, una disminucién en la produccion de bulbos acebollados y un
incremento en la produccién total. Los tratamientos control en las aplicaciones de marzo y
abril (Cm y Ca, respectivamente) muestran las producciones totales méas bajas (8.30 y 8.38
ton/ha, respectivamente), mientras que Ca y Cma (Control de abril y marzo+abril)
presentan producciones mas bajas en bulbos acebollados (1.66 y 1.72 ton/ha,
respectivamente) y bulbos con defectos (1.28 y 1.50 ton/ha, respectivamente). Las
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aplicacionesde PBZ en abril y en marzo+abril (Pa y Pma) mostraron valores mayores de
produccion total (12.69 y 13.16 ton/ha, respectivamente); aunque también la aplicacion
doble de los reguladores tendi6 a manifestar una mayor incidencia de bulbos acebollados
(2.45 a 3.69 ton/ha).

18

EE Total

16 | M Acebollados
[ Defectos
14 -

12 4

10

Rendimiento (ton/ha)

N il L {1

Cm Ca Cma Mm Ma Mma Pm Pa Pma

Tratamiento
Figura 41. Comparacion de rendimiento total con la de bulbos acebollados y con defectos

Del volumen total obtenido (bulbos con calidad comercial, bulbos acebollados y
con defectos) se eliminaron los bulbos acebollados y con defectos y el resto de la
produccién fue clasificada por calibres usando el patron de calibres utilizado por la
Asociacion de Productores y Exportadores de Ajo. La Tabla 14 resume los valores

promedio de los distintos calibres de bulbos encontrados en la cosecha de todos los
tratamientos.
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Tabla 14. Clasificacion de bulbos desarrollados por calibres

Rendimiento por calibres (ton/ha)

Trat.
<6 6 7 8 9 10 11 12 >12
Cm - 0.04a - 0.06a 1.43a 0.75a 1.26a 0.27ab 0.14a
Ca - - 0.08a 0.18a 092a 1l44a 1.36a 1.48ab -
Cma - 0.03a 0.20a 0.68a 129a 2.00a 233a 1.80a 0.26a
Mm 0.04a 0.03a 0.27a 0.66a 107a 1.3l1a 1.88a 0.93ab -
Ma 0.04a - 0.25a 0.44a 124a 0.78a 0.70a 0.69ab -
Mma - - 0.37a 055a 1.17va 1.18a 0.95a 0.56ab -
Pm - - 0.14a 0.13a 2.02a 227a 137a 0.23b 0.13a
Pa - - 0.35a 0.80a 142a 2.24a 15la 1.34ab -
Pma - 0.05a 0.36a 0.8la 1.67a 114a 160a 0.59b 0.26a

Letras diferentes por columna representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (o = 0.05)
C: Control M: MeJA P:PBZ m: marzo a: abril

Aunque debido a la dispersion de datos, no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos, parece haber una tendencia en los tratamientos con PBZ (Pm, Pa 'y
Pma) que mustra mayor proporcion de bulbos con calibres 8, 9, 10 y 11 los cuales son més

comerciales.

La Figura 42 muestra los porcentajes de calibres obtenidos en cada tratamiento.
Los calibres dominantes fueron 9, 10 y 11. En el tratamiento control del mes de abril (Ca)
se obtuvo el mayor porcentaje de bulbos de calibre 9 (25.35%). Los tratamientos control
(Cm, Ca y Cma) muestran una distribucion similar, porcentajes mayores de calibres 9, 10,
11y 12, en este ultimo célibre Cm fue la excepcidn cuyo porcentaje fue relativamente bajo
(5.26%). Por su parte, los tratamientos de MeJA muestran un comportamiento ligeramente
variado; siendo la aplicacion de MeJA en marzo y abril (Mm y Ma) los Unicos tratamientos
que presentaron bulbos de calibres menores que 6; los calibres mayoritarios en los
tratamientos de MeJA fueron 9 y 10. Los tres tratamientos de PBZ, al igual que los de
MeJA, presentan un comportamiento variado; observandose que los bulbos de calibre 10
tuvieron un mayor porcentaje (16 a 20%). Los tratamientos con PBZ en los meses de marzo
y marzo+abril presentaron 2.31 y 3.45 % respectivamente, de bulbos de calibre mayores a
12.
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Figura 42. Distribucion porcentual de calibres por tratamiento

Los rendimientos obtenidos en este trabajo fueron superiores a los reportados por
Resende y Souza (2002) quienes encontraron que aplicaciones de 775 a 778 ppm en ajo cv.
‘Quitéria’ obtuvieron un rendimiento 6.5 ton/ha y cuando aplicaron 1000 ppm el
rendimiento fue de 5 ton/ha. Los rendimientos comerciales promedio observados en
Tepezala se ubican en 12 ton/ha SIAP (2011), los resultados de los grupos control se
ubicaron por debajo de estos valores (8.30 a 11.82 ton/ha) lo cual parece indicar un manejo
inadecuado del lote experimental. La alta incidencia de bulbos con defectos (rebrotes), asi
como mayores didmetros de cuellos (descritos en la seccion de crecimiento) parece indicar
que hubo un excedente de nitrégeno durante la fertilizacion en la parcela experimental.
Utrilla-Vazquez, (2008) y Ldpez-Herndndez, (2010) reportaron rendimientos de 15 a 20
ton/ha para la variedad ‘Coreano’ con producciones de defectos mucho menores lo cual
nuevamente sefiala que hubo un factor adicional al clima que indujo los bajos rendimientos

alcanzados.

Es importante sefialar que el lote experimental quedd ubicada en medio de
plantaciones de ajo ‘Perla’ cuyo requerimiento de nitrogeno es mayor que la variedad
‘Coerano’. Ambos lotes fueron irrigados con el mismo sistema de bombeo; aunque se
instalaron valvulas manuales en las cintillas de riego por goteo para controlar el flujo de

agua Y fertilizante a la parcela experimental; no obstante, es posible que hubiese habido
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algun efecto de sobre fertilizacion a través del suelo aledafio cultivado con la variedad

‘Perla’ y por ello se indujeran los resultados obtenidos.

En apoyo a estas observaciones, Kakar et al. (2002) en un estudio para evaluar el
efecto de las dosis de nitrogeno en el crecimiento y cultivo de ajo, reportaron que excesos
de nitrogeno (240 kg/ha) disminuye los rendimientos del cultivo e incrementan los
defectos, aunque en las primeras etapas de desarrollo, los bulbos presentan tamarios
mayores Y las plantas son més altas, y que con el transcurso del ciclo de cultivo los bulbos
se vieron deformados y se favorecio la incidencia de rebrotes. Estas observaciones parecen

explicar los resultados encontrados.

6.6 Analisis de giberelinas (GAs)

La Figura 43 muestra un cromatograma tipico de un extracto de giberelinas de una
muestra de ajo Vazquez-Barrios (2005). El cual muestra coincidencia con los reportados
por LoOpez-Echeverria (2004), Meza-Hernandez (2005), y Utrilla-Vazquez (2008), en
extractos metanolicos de brotes de ajo cv. ‘Taiwan’, ‘Chino’ y ‘Perla’. Mediante
comparaciones de los espectros de absorcion de los picos de las muestras contra el espectro
del estdndar de GA3 se observo que solamente dos picos maximos (fracciones) mostraron
un espectro similar al del estandar, denominados F2 y F3 cuyos tiempos de elucién fueron
22.7 min y 23.6, respectivamente. En éste trabajo con ajo cv ‘Coreano’ se obtuvo un

cromatograma similar lo que indica que dichas fracciones estan presentes en los bulbos.

A diferencia de los autores anteriores, quienes no detectaron GA3 o algun otro tipo
de GAs biolégicamente activas, Arguello et al. (2001) en un estudio explican el
comportamiento de GAj; encontrado en bulbillos obtenidos por cultivo in vitro de
meristemos de ajo; y Guo et al, (2012) explicaron el cambio de concentracién de GA3
encontrado en la hojas de ajo cv. ‘Zhengyuezao’, cultivar que puede producir

inflorescencia.
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Figura 43. Cromatograma tipico de extracto metanolico de GAs de bulbo de ajo
cv. ‘Coreano’

6.6.1 Comprobacion de la actividad giberélica de las fracciones F2 'y F3
Se realiz6 un bioensayo con granos de cebada desembrionados para determinar si
las fracciones F2 y F3 tenian actividad de giberelinas. Este bioensayo se basa en que las
GA:s liberadas por el embrion del grano de cebada cuando se induce la germinacion, viajan
a la aleurona e induce la sintesis de a-amilasas. Estas enzimas llegan al endospermo e
hidrolizan al almidon generando moléculas de maltosa. Este mismo efecto se genera si los
granos son desembrionados y se ponen en contacto con un extracto que presumiblemente
tenga giberelinas. Muestras por triplicado de las fracciones F2 y F3, separadas previamente
por el equipo HPLC, fueron comparados contra un control positivo de GA3z (1 mg/mL) y
uno negativo (H,0). Los resultados de la maltosa liberada se muestran en la Tabla 15. Los
datos sefialan claramente que las fracciones separadas de los extractos de ajo son
compuestos similares a las giberelinas aunque su estructura no sea igual a los estandares. El
nivel minimo del producto de la hidrolisis de almiddn (maltosa) detectado fue del control
negativo (0.53 mg maltosa/g de cebada). Utrilla-Vaguez (2008) sefialo que la fraccion F2

parece estar mas relacionada con los cambios en el desarrollo de la planta similar a la
actividad medida en este ensayo pareciera tener el mismo efecto.
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Tabla 15. Produccion de maltosa por la accion de las fracciones F2 y F3 'y de los controles
en granos de cebada desembrionada

Muestra mg maltosa/g cebada
F2 5.30b
F3 5.90a
Control positivo (GA3) 6.04a
Control negativo (H,0) 0.53c

Letras diferentes por columna representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (o= 0.05)

Los granos de cereal germinan tan solo con entrar en contacto con agua ya que
liberan fitohormonas que son capaces de digerir la proteina y el almidén almacenado en el
endospermo (Thomas et al., 2005), esto explica por qué en el control negativo (agua) se
encontrdé baja concentracion de. Sin embargo, la concentracion obtenida fue por lo menos

10 veces menor con respecto a las fracciones de interés F2 y F3.

Se desconoce la naturaleza de dichos compuestos con actividad de giberelina, ya
que no existen reportes al respecto. De las 136 diferentes GAs identificadas a la fecha, sélo
unas cuantas son biolégicamente activas (Thomas et al., 2005), por lo cual es importante
realizar mas estudios para dilucidar su estructura, actividad e importancia en el desarrollo

del ajo.

6.6.2 Cambios en el contenido de GAs durante el desarrollo de la planta
La Tabla 16 muestra los cambios en los contenidos de las fracciones F2 y F3
durante los primeros 147 dias de desarrollo, cuando ain no se habian aplicado los

reguladores de crecimiento.

Tabla 16. Contenido de F2 y F3 en muestras de ajo cv. ‘Coreano’ durante las primeras
etapas de desarrollo

Fracciones (mg eq. DDS
GA3/100 g m. s) 61 95 123 147
F2 6.21b 9.18a 2.47c 4.19bc
F3 11.63b 17.29a 9.84b 8.12b

Letras diferentes por columna indican diferencia significativa por prueba de Tukey (0=0.05)

Los datos anteriores muestran un incremento de las dos fracciones en el muestreo

de 95 DDS y un posterior decremento hasta el dia 147. Este comportamiento coincide de
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forma general con lo reportado por Utrilla-Vazquez (2008); no obstante, esta autora
describe tal decremento a partir de los 175 dias de desarrollo mientras que en este estudio
se observa después de los 95 dias. En la Tabla 17 se concentran los datos de los contenidos
de las dos fracciones de giberelinas después de haberse aplicado los reguladores de

crecimiento.

Tabla 17. Contenido de las fracciones de F2 y F3 con actividad de giberelinas en los
bulbos de ajo después de la aplicacion de los reguladores de crecimiento

Fracciones (mg eq. Trat DDS
GA3/100 g m.s) ' 175 210 252
Cm 1.87a 4.60bcd 6.56a
Ca 1.00ab 5.53ab 7.61a
Cma 2.03a 5.37abc 8.93a
Mm 1.07ab 2.83d 6.60a
F2 Ma 1.75a 4.71abcd 5.23a
Mma 1.65a 3.38cd 5.03a
Pm 1.09ab 6.70a 5.67a
Pa 1.69a 5.77ab 5.24a
Pma 0.32b 4.70abcd 5.84a
Cm 4.94a 18.34bcd 22.50ab
Ca 3.42abc 23.43ab 23.11ab
Cma 4.37ab 22.22abc 30.44a
Mm 2.71bcd 9.87e 20.22ab
F3 Ma 4.18ab 16.56¢d 17.32ab
Mma 3.70abc 12.05de 17.28ab
Pm 1.89cd 25.44a 18.90ab
Pa 3.50abc 20.10abc 17.29ab
Pma 0.89d 19.66abc 15.10b

Letras diferentes por columna representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (o = 0.05)
C: Control P:PBZ M: MeJA m: marzo a: abril

En todos los tratamientos la concentracion de F3 fue mayor que F2. También se
observa que el tratamiento de PBZ aplicado en marzo y en marzo+abril propiciaron un
menor contenido de giberelinas en el dia 252 después del curado. Los demas tratamientos
indujeron un mayor contenido de ambas fracciones incluso en los tratamientos control. El
PBZ es un inhibidor de la biosintesis de giberelinas, por ello es logico esperar una
disminucion en los contenidos de estas fracciones con actividad de giberelinas. Sin

embargo, se observo una reactivacion del crecimiento (por efecto del incremento de las
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GAs) que generd una mayor proporcion de bulbos con rebrotes. La explicacion propuesta
anteriormente respecto a que la diferencia de clima podria ser la causante de este cambio en
la fisiologia de la planta parece no ser suficiente. Sugiriendo que la cercania del cultivo de
ajos ‘Perla’ que tiene un mayor requerimiento de unidades de nitrégeno, afectd el
experimento al transferirse el fertilizante a través del suelo hasta las raices de la variedad
‘Coreano’ induciendo la rebrotacion de plantas, un mayor crecimiento de los cuellos de las

plantas y por tanto indices de bulbificacion menores.

El efecto de mayores aplicaciones de nitrogeno sobre un mayor contenido de
giberelinas parece soportase por los trabajos de Jang et al. (2008) quienes evaluaron los
cambios en el contenido de GAs y JA en tres diferentes cultivares de arroz como respuesta
a la aplicacion de dosis elevadas de N en la fertilizacién. Los autores observaron un
incremento en el contenido de GAs enddgenas analizadas respecto del grupo control; en el
en el cual midieron una concentracion de GA;, de 1.5 ng/g materia seca y este contenido se
incrementd 3.6 veces con una aplicacion de 36.8 kg/ha de N y hasta 6.1 veces con
aplicaciones de 73.6 kg N/ha. En GA; la concentracion reportada en el tratamiento control
fue de 0.8 ng/g materia seca, y se incrementdé 2.4 y 4.4 veces para las dos distintas
aplicaciones de N Las otras GAs analizadas (GA1g, GAz Y GAs3) mostraron incrementos
similares. Con respecto al contenido de JA enddgeno el experimento mostré que elevados

niveles de N tiene un efecto negativo ya que la concentracion se vio disminuida.

Le Guen-Le Saos et al. (2002) explican en un modelo in vitro de chalote que
cuando un inhibidor de la biosintesis de GAs es aplicado en combinacion con GA; el
efecto del compuesto anti-giberélico se ve inhibido por accién de las GAs aplicadas de
manera exogena. Aunado a esto los resultados reportados por Jang et al. (2008) evidencian
que un dosis mayor a la requerida de N incrementa la concentracién de GAs; por tanto a
través de ambos trabajos se puede sugerir que el exceso de nitrogeno incrementd el
contenido de GAs en los ajos y dicho aumento de GAs inhibid el efecto del PBZ asi como
del MeJA.

Al observar los datos del dia 147 y compararlos con los del dia 175, se aprecia que
la disminucion en el contenido de ambas fracciones se continua hasta ese dia; no obstante,

después los contenidos de estas fracciones vuelven a incrementarse hasta el dia de la
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cosecha en la que alcanzan valores maximos. Este aspecto Ilama la atencion puesto que de
acuerdo a la biologia del desarrollo de esta planta, la actividad de crecimiento debe ser
minimo al momento de la cosecha y segun Utrilla-VVazquez (2008) el contenido de
giberelinas es minimo cuando se inici6 el proceso de bulbificacion. Para correlacionar
ambos procesos, las Figuras 44, 45 y 46 muestran los cambios de estas fracciones en

conjunto con los cambios del indice de bulbificacion.

En las figuras siguientes se observa que en los tratamientos control (Cm, Ca y
Cma) el indice de bulbificacion no increment6 de forma subita mientras que el contenidos
de las fracciones F2 y F3 se incrementa de manera pronunciada; por su parte en el
tratamiento de PBZ en marzo+abril (Pma) se puede observar un mejor desarrollo de las
plantas determinado por el indice de bulbificacion asociado con menores contenidos de las
fracciones F2 y F3. Aunque también se observo un incremento de estas al final del ciclo de

cultivo.

Utrilla-Vazquez (2008) explicd que el desarrollo del bulbo de ajo marca el inicio
del proceso de letargo de la planta de ajo, viéndose detenido el crecimiento vegetativo
debido a la disminucién de la sintesis de giberelinas. Al parecer los aportes laterales de
nutrientes alterd el proceso normal de desarrollo que desembocé en una produccion con alta

proporcion de bulbos con defectos y acebollados.
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Figura 44. Cambios en los contenidos de F2, F3 e indice de bulbificacion (IB) en plantas
de tratamientos control en marzo, abril y marzo+abril (Cm, Ca y Cma). s/t: sin tratamiento
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Figura 45. Cambios en los contenidos de F2, F3 e indice de bulbificacién (IB) en plantas
tratadas con MeJA en marzo, abril y marzo+abril (Mm, Ma 'y Mma). s/t: sin tratamiento
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Figura 46. Cambios en los contenidos de F2, F3 e indice de bulbificacién (IB) en plantas
tratadas con PBZ en marzo, abril y marzo+abril (Pm, Pa y Pma). s/t: sin tratamiento.
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6.7 Analisis teorico de los aportes de nitrogeno

Con el objeto de dar soporte a la argumentacion que los aportes de nitrégeno dados
a las plantas de ajo ‘Perla’ probablemente afectaron el desarrollo de los bulbos de ajo
‘Coreano’. Las Tablas 18 y 19 muestran los requerimientos totales y las unidades de
nitrogeno aplicadas semanalmente a cada uno de los cultivos de ajo cv. ‘Coreano’ y ‘Perla’
de acuerdo con las recomendaciones dadas por el Consejo de Ajo de Aguascalientes. Dada
la cercania del lote experimental a los surcos con ajos ‘Perla’ se calcularon las unidades de

nitrégeno las cuales se grafican en la Figura 47.

Tabla 18. Requerimiento total de N-P-K en cultivo de ajo cv. ‘Coreano’ y ‘Perla’

Variedad N P K
Coreano 220 180 240
Perla 330 180 320

Datos presentados en Unidades de nitrégeno, fésforo y potasio

La Figura 47 muestra claramente que los aportes de nitrogeno a los ajos ‘Perla’
fueron notablemente mayores que los necesarios para el el ajo ‘Coreano; en todos los casos
al final del ciclo de cultivo las niveles de unidades de nitrogeno dados al cultivar ‘Perla’
parecieron inducir una mayor sintesis de giberelinas lo cual alterd el desarrollo de los

diferentes tratamientos.

Analizando los resultado fenoldgicos, rendimientos obtenidos y el comportamiento
de las fracciones con actividad de GAs se estima que el régimen de fertilizacion aplicado a
la parcela experimental fue 300-170-190 unidades de N-P-K; aplicAndose un 30% del total
como fertilizacion de fondo (al momento de la siembra) y el 70% restante se aplic6 hasta la
tercera semana del mes de abril por el sistema de riego por cintilla, coincidiendo esto
ultimo con el incremento en el contenido de F2 y F3, lo cual explicaria el drastico

incremento que se observa para el dia 210 después de la siembra.

83



Tabla 19. Unidades de nitrogeno aplicadas semanalmente a plantas de ajo ‘Perla’ y
‘Coreano’

Unidades de Nitrogeno

Mes Semana

Perla Coreano
2 0 70.5
Sept 3 0 0
4 40.5 0
1 0 0
Oct 2 0 0
3 0 0
4 0 0
1 0 3.6
Nov 2 0 8.8
3 0 8.8
4 2 0
1 0 1.8
Dic 2 2 6.15
3 0 4,95
4 86.5 1.8
1 4.95 28
Ene 2 0 0
3 37.55 7.94
4 10.6 8.5
1 19.4 8.99
Feb 2 14.5 1.6
3 19.75 4.59
4 11.46 6.79
1 5.99 3.71
Mar 2 6.15 2.31
3 6.9 0.91
4 6 1.4
1 11.15 0.91
Abr 2 8.25 1.4
3 0 2.31
4 0 4.07

Fuente: Consejo de Ajo de Aguascalientes, A.C

84



100 30

Pma
]
804
20
60 4
b 15
0
\\ b 10
204 \\ Ls
\
Ch A Fo
Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May dm Nov [;ic E;we F;b h/;ar A;Jr M‘ay
(61) (%) (123 (147) (175) (210) (61) (%) (123 (47) (175 (210) (61) (%) (123 (W47) (175 (210
—
Qwo 30
o Mm Mma
g
20 g0 4 2%
e
k=
20
“ 60
[}
= 15
S \ |
—
5] \ 10
2
-
g \\ L
Q
5 \
= o4 A o
< Ot Nov  Dic Ene  Feb  Mar  Abr  May Ot Nov Dic Ene Feb  Mar  Abr  May Ot Nov Dic Ene Feb Mar  Abr  May
6 5 (123 @) 179 (210 6) (95 (123 (1) (7 (20 6) 95 (1) (47 (79 (20
100 0
Ca Cma
b2
804
20
604
15
40
A 10
\
20 \ s
\
\
0 YA o
Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May o‘c[ NL)\/ D‘ic E‘ne F‘eb N|‘a( A‘b( M‘ay Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May
(61) (%) (128) (W7) (17) (10 (61 (95) (123) (47 (175 (210 (61) (95) (123) (147) (175 (210
Mes (DDS)
% [2 -8 F3 - N (Perla) N (Coreano)

Figura 47. Relacién entre aplicacion tedrica de nitrogeno y contenido de fracciones con
actividad de GAs

6.8. Andlisis de carbohidratos

6.8.1 Efecto de los reguladores de crecimiento sobre el contenido de azlcares y
fructanos

La Tabla 20 muestra el contenido de glucosa+fructosa, sacarosa y fructanos en la
cosecha de las plantas (210 DDS) y en los bulbos ya curados (252 DDS)
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Tabla 20. Contenido de glucosa+ fructosa, sacarosa y fructanos en bulbos de ajo cv.
‘Coreano’ cosechados y después del curado

210 DDS 252 DDS

Trat. GluctFruc Sacarosa Fructanos Gluc+Fruc Sacarosa Fructanos
Cm 1.71b 0.21b 40.96a  8.67x10™a  0.51ab 47.79ab

Ca 1.89b 0.82a 38.63ab - 0.29b 35.09bc

Cma 3.91ab 0.53ab 33.48ab 0.02a 0.31b 33.93c

Mm 3.32ab 0.37b 43.24a - 0.35b 41.78abc
Ma 4.62ab 0.30b 37.76ab 0.02a 0.28b 41.49abc
Mma 3.10ab 0.18b 36.90ab - 0.28b 36.88bc
Pm 4.49ab 0.25b 35.23ab - 0.67a 44.31abc
Pa 5.57a 0.33b 28.30b - 0.51ab 44.01abc
Pma 1.87b 0.49ab 36.13ab  1.73x10™%a 0.61a 50.80a

Datos reportados como ¢/100 g de materia seca. Letras diferentes por columna representan diferencia
estadistica significativa por prueba de Tukey (a = 0.05). C: Control M: MeJA P:PBZ m: marzo a: abril.

El anélisis estadistico muestra que la aplicacién de los reguladores de crecimiento
afectd las concentraciones de glucosa+fructosa, sacarosa y fructanos. A los 210 dias la
aplicacion de PBZ en marzo y particularmente en abril (Pm y Pa) reflejo un incremento
superior al doble en el contenido de azucares libres (4.49 y 5.57 g glucosa+fructosa/100 g
materia seca de bulbo de ajo) con respecto a los respectivos controles (1.71 y 1.89 g
glucosa+fructosa/100 g materia seca de bulbo de ajo). Ambos reguladores disminuyeron el
contenido de sacarosa, Yy fue solo la aplicacion de MeJA en marzo (Mm) la que incrementd
el contenido de fructanos en los bulbos de ajo. El tratamiento Mm generé el mayor indice
de bulbificacion (1B=2.93) dichos datos coinciden con el contenido de fructanos obtenidos

por la aplicacion de MeJA (43.24 g fructanos/100 g materia seca de bulbo de ajo).

Le Guen-Le Saos et al. (2002) reportaron que la aplicacién de ancymidol
(inhibidor de la biosintesis de GAs) a chalotes (A. cepa L. Agreggatum group) en un
modelo in vitro; no mostré efecto en el contenido de glucosa, fructosa, sacarosa y fructanos
en la hoja aérea. Sin embargo si hubo diferencias en la base de las hojas, los tratamientos
con ancymidol disminuyeron en un 66% el contenido de sacarosa e incrementaron la

glucosa, fructosa y fructanos en un 188, 274 y 131%, respectivamente.
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Después de curados los bulbos (dia 252), la concentracion de glucosa y fructosa en
los bulbos de ajo fue practicante cero, lo cual tiene sentido ya que para éste dia los ajos ya
habian sido cosechados y sometidos al proceso de curado por tanto el ajo se encontraba en
la etapa de letargo donde los azlcares son condensados en la hoja de almacenamiento para
ser utilizados por la nueva planta una vez que la etapa de letargo es superada. La
concentracion de sacarosa se mantuvo relativamente constante con respecto al dia 210. Por
ultimo, el contenido de fructanos incremento ligeramente por efecto del curado variando
entre 33.93 g/100 g materia seca para el tratamiento Cma y 50.80 g/100 g de materia seca
en el tratamiento Pma. El contenido de fructanos en los bulbos de ajo antes de la siembra
fue de 46.53 g/100 g de materia seca de bulbo de ajo y estadisticamente fue diferente al

contenido de fructanos alcanzado por los bulbos al final del ciclo de cultivo.

Las Figuras 48, 49 y 50 muestran los cambios registrados durante el ciclo de
cultivo en los azucares libres (glucosa + fructosa), sacarosa y fructanos, de igual manera
muestra una correlacion entre el incremento de fructanos con indice de bulbificacion. De
manera general se observa que en los primeros dias después de siembra el contenido de
fructanos disminuye, registrando la menor concentracién (27.01 g/100 g materia seca) en el
dia 147; conforme la planta se aproximo a la etapa de letargo la concentracion de fructanos
aumentd. El tratamiento de PBZ en marzo+abril (Pma) fue el que alcanz6 un mayor

contenido de fructanos.

El efecto de la aplicacidn de inhibidores de la sintesis de giberelinas en la sintesis
de fructanos también fue observado por Morvan et al. (1997) quienes aplicaron 1 mg/mL
durante 48 h de uniconazol (inhibidor de la biosintesis de giberelinas) despues de la
defoliacion de plantas de ballica inglesa (Lolium perenne L.), observando una disminucién
de 67% en la actividad de la enzima fructan exohidrolasa (FEH) lo cual propicié un mayor
contenido de fructanos. Estos datos muestran que las GAs juegan un papel importante en la
regulacion de la actividad de la FEH y esto se ve reflejado en un aumento en el contenido

de fructanos.

De manera comparativa en un estudio Chandrashekar et al. (2010) reportaron un
mayor contenido de fructanos en ajo (65% en peso seco) con respecto al encontrado en el
presente trabajo. La planta de ajo debe ser sometida a un estrés por frio para favorecer el
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almacenamiento de fructanos en el bulbo; al no haberse acumulado las 550 h de frio y al
haber sido afectada, hasta cierto punto, la accion de los reguladores de crecimiento por el

exceso de fertilizante no se logré almacenar una mayor cantidad de fructanos en el bulbo.

Por otro lado, en el dia 175 después de la siembra se observa la méaxima
concentracion de glucosa+fructosa (5.61 a 8.94 g/100 g materia seca) (Figuras 48, 49 y 50).
Dicho incremento tan dréstico coincidio con el maximo ancho de hoja y mayor nimero de
hojas (Figura 36a y 37c¢). Mayor nimero de hojas y ancho de las mismas significa mayor
area para llevar a cabo la fotosintesis dando como resultado a una mayor concentracion de
azucares libres los cuales seran movilizados al bulbo durante la etapa morfologica; sin
embargo esto podria estar indicando una acumulacién de azUcares libres en el bulbo y con
ello alterar también el desarrollo. Nuevamente, esto da evidencia del exceso de fertilizante
utilizado durante el ciclo de cultivo, cantidades mayores a las requeridas de nitrégeno
favorecen el desarrollo vegetativo de las plantas en general (Le Guen — Le Saos, et al.,
2002).
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VIl. CONCLUSIONES

La aplicacion en suelo de PBZ y MeJA propiciaron diferencias estadisticas en las
variables morfoldgicas: altura, diametro de cuello e indice de bulbificacion. El tratamiento
Pma (PBZ en marzo+abril) redujo en un 22% (equivalente a 17.59 c¢cm) la altura de las
plantas. Asi mismo, este tratamiento y Mm (MeJA en marzo) indujeron el menor didmetro

de cuello, 22.88 y 22.78 mm, respectivamente.

La aplicacion de estos reguladores incremento los rendimientos totales de un 10%
a un 42%, con respecto a los tratamientos control, aunque también mostraron mayores
cantidades de bulbos con defectos, lo cual parecid estar ligado a un exceso de nitrégeno en
la fertilizacion debido posiblemente al traslado de este nutriente desde los campos de ajo

‘Perla’ aledafios a la parcela experimental

El tratamiento Mm mostré el mayor indice de bulbificacion (IB =2.93), lo que
sugiere una promocion de la bulbificacion, mientras que el PBZ redujo el didmetro del
cuello favoreciendo un mayor indice de bulbificacion y mejor calidad de la cosecha.

La aplicacion de PBZ en marzo vy abril inhibié la sintesis de giberelinas, lo cual
disminuyd el crecimiento de la planta y propicié una mejor bulbificacién. No obstante el

efecto del PBZ se vio disminuido por un posible exceso de nitrdgeno de los tratamientos.

Un régimen inadecuado de fertilizacion afecta de manera negativa la calidad de los
bulbos de ajo y minimiza la eficacia del PBZ y MeJA. La aplicacién de los reguladores no
mostrd diferencia estadistica significativa en el rendimiento total el cual oscil6 entre 10.4 y
13.2 ton/ha. Asi mismo, los reguladores no redujeron la incidencia de bulbos acebollados y
otros defectos.

La aplicacién de PBZ en marzo y abril (Pma) propicidé una mayor acumulacion de

fructanos en los bulbos cosechados.
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Se detectaron dos fracciones con actividad de giberelina, F2 y F3, cuyos tiempos
de elucion fueron 22.7 y 23.6 min. La fraccion F3 se encontré en mayores concentraciones
respecto a la fraccion F2 durante todo el cultivo.

La fraccion F3 tiene la misma capacidad de sintesis de a-amilasa que GA3, con
respecto a la maltosa producida (5.90 y 6.04 g maltosa). Se desconoce la naturaleza de
dichas fracciones por lo cual es pertinente realizar mas estudios para dilucidar su actividad
en los bulbos de ajo.

La aplicacion de los reguladores mostré diferencias significativas entre la
concentracion de F2 y F3 en el dia 210, siendo el tratamiento Mm el Gnico que redujo la
concentracion de dichas fraccién. Sin embargo, tanto el efecto de PBZ como de MeJA se
vio inhibido, en parte, debido a un exceso de nitrégeno en la fertilizacion lo cual promovio

la sintesis de GAs.

La bulbificacion estd directamente relacionada con el almacenamiento de
fructanos en el bulbo, ya que conforme el indice de bulbificacion va incrementando la
concentracion de fructanos también, llegando a una concentracion similar (33.93 a 50.80
0/100 g materia seca) a la que tenian los dientes antes de la siembra (46.53 g/100 g de

materia seca).
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IX. ANEXOS

9.1 Curva estandar de giberelinas
Se prepard una solucion stock de GA3 a una concentracion de 1 mg/mL a partir de
la cual se realizaron diluciones. Cada dilucion fue inyectada por duplicado y se corrié con

el mismo método de analisis en el sistema HPLC-PDA (A=205 nm) (Figura 49).
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Figura 51. Curva estandar de GA;
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9.2 Curva estandar de maltosa
Se prepararon 50 mL de una solucion stock de maltosa a una concentracion de

1 g/L a partir de la cual se realizaron diluciones (duplicado). De cada dilucion se tomaron

0.5 mL para llevar la reaccion del acido 3,5-dinitrosalicilico (Figura 50).
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Figura 52 . Curva estandar de maltosa
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9.3 Curva estandar de glucosa
Se prepararon 100 mL de una solucidn stock de glucosa a una concentracion de

4 g/L a partir de la cual se realizaron diluciones (duplicado). De cada dilucion se tomaron

0.5 mL para llevar la reaccion del acido 3,5-dinitrosalicilico (Figura 51).
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Figura 53. Curva estandar de glucosa

9.4 Preparacion del acido 3,5-dinitrosalicilico
Preparar el reactivo en matraz volumétrico &mbar o bien cubrir el matraz con papel

aluminio para evitar exposicion a la luz.

= 5 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico (C;H4N,0O7) (Merck)
= 150 g de tartrato de sodio-potasio (KNaC4H;0s.4H,0) (J.T. Baker)
= 8 g hidréxido de sodio (NaOH) (J.T Baker)

Se disolvieron los 8 g de NaOH en 200 mL de agua destilada y se le afiadio
lentamente el KNaC4H406.4H,O mientras se mantenia en agitacion. Se completaron 400

mL con agua destilada y finalmente se le agregé C;H4N,O7. Se mantuvo en agitacion hasta

homogenizar completamente y se afor a 500 mL.

El reactivo debe mantener en frasco color ambar y en lugar oscuro. Almacenado a

temperatura ambiente es viable hasta por 6 meses.
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