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kesiva and P radigta en Turrialba, Costa Rica, son
severamente atacadas por el barrenador del brote
termingl Rhyacionia frustrana Comstock Se encon-
trd una elevada mortalidad de larvas al aplicar Dime-
thoste {1 c¢/L perfection 40% LE) Asimismo, se
observd un control bioldgico natural sobre las larvas
y las pupus Se incluye algunas recomendaciones
sobre el manejo de plantaciones de pino bajo condi-
ciones tropicales

10 de diciembre de 1982
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Efectos del dcido succinico 2,2 — dimetil hidrazida
(daminozida) en los niveles de hormonas endo-
genas en semillas inmaduras v en la iniciacién flo-
ral en manzano.

Surmmary. Spraying apple trees {ev. Cox's Orange Pippin)
with 2 000 ppm daminozide 2 weeks after fuli bloom in-
creased return bloom the fallowing yvear. Analyses of extracts
of seeds removed from fruits at different times after spray-
ing with the retardant did not show any significant change
in gilzherallin and absecisic acid content However, there was
& decrease in auxin levels 24 and 36 days after flowering and
an increase in cytokinin levels in seeds after 18 and 30 days.

Existe evidencia de que las hormenas endégenas
tienen una funcion importante en fa formacion de
yemas florales en las especies frutales (13, 21, 24}
Se ha postulado que las giberelinas sintetizadas en
semillas en desarrollo en frutos de manzano proba-
blemente son factores que inhiben la iniciacién flo
rat (9)

Los retardantes quimicos de crecimiento han sido
utilizados durante varios afios para el control de flora-
cidn en frutales caducifolios (1, 21, 24), como por
ejemplo el compuesto orginico daminozida (Alar)
en cultivares de manzano (15) El modo de accién
de esta sustanciz en el manzano no se conoce con
exactitud; sin embargo, se ha sugerido que el dami-
nozida actla originandg cambids en el sistema hor-
monal de los tejidos del frutal (8, 24} Por lo tanto,
el objetivo de esta investigacion fue examinar los
efectos que este retardante de crecimiento causa
en los niveles de hormonas en semillas de frutos
en desarrollo. El nimero de flores formadas fue
evaluado parz confirmar uno de los efectos carac-
teristicos del mencionado producto quimico

Materiales ¥ métodos

Este trabajo se realizo en la estacién experimen-
tal de Long Ashton, Inglaterrz, en el periodo de
1977 — 1979 EI cultiver utilizado fue Cox's Orange
Pippin injertado sobre MM 106. Los tratamientos con
daminozida en ambos afios fueron efectuados 2 sema-
nas después de floracién en una concentracién de
2 000 ppm

Para ¢l estudio de giberelinas v dcido abscisico, en
1977, 72 drboles en una plantacién {cuatro hileras)
de 13 aflos {ueron divididos en 2 grupos vy subdivi-
didos en 3 bloques cada unc con 12 drboles por
bloque Un grupo fue asperjado con el retardante, el
otro (testigo) con agus En 1978, dos hileras de dr-
boles de la misma plantacidn fueron empleadas para
estudiar auxinas y citocininas, dividiendo cada una
en 7 grupos {15 drboles por grupo), asperjando uno
de ellos con daminozida y el otro con agua a la
misma concentracion
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Durante el periodo comprendido entre un dia
después del tratamiento y la época de cosecha, semi-
llas de 100 frutos de cada blogue o grupo fueron
extraidas en cada muestreo las hormonas en estudio
fueron extraidas de cada muestra una vez que esta fue
liofilizada, friturada y mezciada con metanol al
80% v 100% durante un periodo de 24 horas z una
temperatura de -18°C (16)

La purificacion de cada muestra previa i andlisis
biolégico o analitico se efectud de la siguiente mane-
ra:

Giberelinas y acido abscisico

Las muestras en fase acuosa fueron alcalinizadas
con solucidn buffer (pH 8.0} v lavadas con éter de
petréleo y acetato de etileno (X2} Posteriormente
combinadas con PVP vy filtradas en papel Whatman
No. 1 En seguida el pH fue ajustado a 2 5 con dcido
clorhidrico v las hormonas obtenidas en ia fase eti-
Hea del acetato de etileno apregado (X3) después de
acidificar la fase acuosa. Cada muestra fue posterior-
mente pasada por cromatografia de capz fina utili-
zando Kieselgel Gf254 como silica e isopropanol;
amoniaco; agua (10:i:1 v/v) como solvente

Auxinas

L.a solucién conteniendo auxinas fue ajustada a pH
de 8.0 con hidroxido de sodio y filtrada en papel
Whatam No. I. En seguida el filtrado fue acidificado
a pH de 2 5 con dcido clorhidrico y combinado con
cloroformo (X3), quedando las auxinas en la {fase de
cloroformo Posteriormente, cada muestra fue croma-
tografiada en la forma antes descrita

Citocininas

Cada muestra fue combinada con 50% de etanol y
paszda a través de una columna de resina de intercam-
bio cationico (Dowex S0W — X8 200-400) Obte-
niendoe las citocininas al agregar a la columna solucion
de amonia IN (30 mD} y 3N (250 mi) En seguida cada
muestra fue cromatografiada usando papel cromato-
grifico Whatman No 3 y el mismo tipo de soivente
utilizado para las hormonas ya descritas.

Ei contenido de giberelinas fue determinado usan-
do las pruebas bioldgicas del Rumex (23) y del hipo-
cotilo de la lechuga (4). utilizando diez repeticiones
de ¢ada muestra por bioensayo

Los niveles de auxinas y citocininas se obtuvieron
utitizando respectivamente los ensayos bioldgicos del
coleoptifo del trigo (siete repeticiones por muestra en
cada bicensayo) v del Amaranthus {diez repeticiones

de cada muestra por bioensaye) segun lo indican
Bentley y Housley (2} y Challice (3). El contenido
del dcido abscisico fue determinado wtilizando tres
repeticiones por muestira mediante el use de una cro-
matografin Higuida de gases equipzda con un detector
para la captura del electron ©? N (7).

Para la evaluacién del efecto del daminozida en
fa promocion de iniciacion lloral, se hicieron conleos
de flores durante la primavera posterior a lu fecha de
los tratamientos en 4 ramas de ¢/u de los drboles ex-
perimentates previamente seleccionados

Resultados

Los resultados que se presentan en el Cuadro |
muestran que el namero de flores formadas fue signi-
ficativamente mayor en ambos aflos de experimenta-
cion en los drboles que recibieron la aplicacion del da-
minozida. Se podrd observar en fas Figuras 1 y 2, que
el nivel y fluctuacion de giberelinas v dcido abscisico
fueron muy semejantes en el festigo v en fos tratados
con el retardante y que no hubo diferencia significa-
liva

El contenido de auxinas en las semillas de los fru-
tos tomados de drboles tratados con el retardante
disminuyd significativamente en las muestras loma-
das 9 y 21 dias después del tratumientto {Figura 3}
La figura también muestra en ambos grupos que la
actividad  biotdgica fue mayor conforme la semilla
fue avanzando en su desarrolle [isiologico El trata-
mienio con daminozida indujo sumentos significati-
vos en el contenido de citocininas en las semillas a
los 3 vy I5 dins después de la aspersion (Figura 4)
La mdxima actividad bioldgica de estas hormonas
en las semillas se observd un dia después del trata-
miento, mientras que la minima se obtuva 70 ias
despuds

Discusion

El incremento en el numero de flores formadas
en los drboles asperjados con daminozida apoyan los
repories de otros investigadores (1. 13, 24) ¥ por lo
tanto se confirma que el compuesto quimico pene-
ird en los tejidos del frutal causande cambios fisio-
légicos en él

Los resultados de los diferentes grupos de hormo-
nas en las semillas de los testigos (Figuras 1-4) indican
claramente que durante su desarrollo, estos organos
contienen varias de estas substancias. Luckwill (11.
12} ho postulado que la aparicion y desaparicion de
hormonas especificas en la semilla, estdn ligadas con
cambios sucesivos en el desarrollo det embridn v
endospermo de €sta. Asi, la primera {ase se caracteri-
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Cuadro 1. Efecto  del tratamiento con  daminozida
{2 000 ppm) en la floracion (niimero de flores
formadas) del cv. Cox’s Orange Pippin. El dami-
nozida se aplicd dos semanas despuds de Iy floma-
clonen 1977 — y en 1978,

Nitmero de flores por arhol®

Ao de evaluacion Testigo Daminozida
1978 409 £ 128 730 5 11 g
1979 303 £435 837 £ 10 2%+

a Cada valor representa ¢l promedio de flores en cuatro ri
mas/acbol

## E| valor es superior al testigo con P < 001 de error

za por el desarrolle del endospermo libre de nucleo
con poco crecimientio del embrion, misma que ocurre
en algunos cultivares entre b a 4 semanas después de
{loracion y estd asociads con la presencia de ¢itocini-
nas (Figura 4) Posteriormernte es iniciado ¢l desarro-
llo del endospermo celular primario conjuntamente
con la aparicion de auxinas {(Figuia 3} La segunda
fase del desarrollo ¢s asociada con el crecimiento rapi-
do del embridn, con la digestion nuclear y del endos-
permo primario y con la formacion del endospermo
secundario. Los resultados en la Figura 1, confirman
la presencia de giberelinas durante esa fase fisioldgica

Las fluctiaciones del AAB observadas en cf presen-
te trubajo son similares a las reportadas por Gil ef al.
en semillas de pera (5) Los resultados en fa Figura 2
sugieren la metabolizacion de este después del mdxi-
ma incremento ocurride 17 semanas posteriores a la
floracion (203 La baja tan dristica en los niveles de
esta hormona observada en la dltima fecha de mues-
treo, coinecide con los resuttados obtenidos por varios
autores (16, 20, 20) Con base en los efectos que da-
minozida produjo en los niveles de honmonas en la
semilla y su relzcién .con el proceso de la iniciacidn
de yemas florales, los siguientes puntos son de consi-
deraeidn: Se sube que lus giberelinas son inhibidores
del proceso de iniciacion florzl en manzano (13, 14)
y que el daminozida ademds de estimular la forma-
cion de vemas florales reduce los niveles de esas
hormonus en dpices de este frutal (8) Sin embargo,
en ¢l presente trabajo, aunque se observd un aumento
en la formacion de Hores con el tratamiento del retar-
dante, no hubo cambios significativos en ¢l contenido
de esas hormonas Considerando que en este estudio
se estimd cuantitativamente el contenido de gibere-
tinas v que en la actualidad se conocen 56 de ellas
(G, V. Hoad. comunicacién personal), es probable
que de las 13 encontradas en semillas de manzano
(9, 16) solamente una o varias sean alectadas por el
daminozida

I

Y
L DAMINGZIDA
\

MG GAL
EQuiv / (R
100 SEMILLAS

SEMANAS DESPUES DE FLORACION

Fig b Niveles de giberelinas en semitins en desarrolio del
ev Cox’ Osange Pippin obtenidas de drbeles trata-
dos con daminozida (2 Q00 ppm) o con agua (testi-
zo) dos semanas después de floracion La época de
floracion (FY v dei tratamiento (4) son indicadas
Cada punio representa el promedio de 3 repeticio-
nes., Las difereacias no fueron significativas con un
P <905 de errar
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Fig 2. Niveles de deido abseisice en semitlas en desarrolto
del ev. Cox's Orange Pippin obtenidss de drboles
tratados con daminozida (2 004 ppm} o con agun
(testigo) dos semanas después de floracién Para
olros detalies véase la Figura 1.

La disminucion en los niveles de auxinas en las
muestras tratadas con el daminozida (Figura 3} con-
firma lo dicho por Jindal y Dalbro {10} quienes
observaron menor contenido de esas hormonas en
las ramas de manzgno despuds de que los dbeles Fue-
ron tratados con el retardante de crecimiento

También Werzilov ef al {22) encontrazon bajos
niveles de auxinas en las yemas de manzane durante
fa época de su transformacion en yemas {lorales.
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Fig. 3 Niveles de auxinas en semillas en desarrolle del cv
Cox’s Orange Pippin obteaidas de arbofes tratados
con daminozida (2 000 ppm) o con agua (testigo)
dos semanas despuss de floracion Cada purto
representz el promedio de 2 repeticiones. Lay dife-
rencias significativas al P < 605 (*) son indicadas
Para otros detalles véase 1a Figura }
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Fig 4 Niveles de citocinings en semillas en desarrolle del
cv. Cox’ Orange Pippin obienidas de drboles trata-
dos con daminozida (2 000 ppm) o con agua (tes-
tigo) dos semanus despucs de floracibén. Cada pun-
10 representa ¢l promedio de 2 repeticiones. Las di-
ferencias significativas al P < 0,05 (Fyo al P <0 B1
(**) son indicadas Para otros detalles véase la Figu-
ml

Sobre esta base, es probable que la biosintesis de las
auxinas en las semillas sea bloqueada por el damino-
zida como lo han demostrado anteriormente Williams
y Stakly (25) Por otro lado, los bajos niveles de auxi-

nas en las semillas de las plantas tratadas, se conside-
ran suficienies para satisfacer la demanda ocasionada
por el desarrollo de éstas. El tratamiento de damino-
zida no causO efectos significativos en los niveles del
dcido abscisico en las semillas {(Figura 2) Aunque la
funcién de éste en ef proceso de floracion en frutales
no se ha aclarado {24), esta hormona se ha relaciona-
do ampliamente en la Hteratura con los efectos cau-
sados por sequia temporal (*Water stress™). Bl efecto
clisico es que esta condicion causa un aumento en
los niveles de dcido abscisico en los tejidos de plantas
(26} Sin embargo, la sequia temporal induce efectos
inconsistentes en la floracidén de frutales ya que en
algunos aumenta la formacién de yemas florales {13)
y en otros las disminuye (17) Por lo tanto no se pue-
de establecer una conclusion sobre la funcién de esta
hormona en el proceso de la iniciacidn floral.

El efecto causado por el daminozida en las cito-
cininas en semillas de manzano u otros [rutales, no
ha sido discutido amplizmente por otros autores {16),
por lo tanto el aumento en los niveles de estas hormo-
nas causado aparentemente por el retardante (Figura
4} permite ampliar los conocimientos sobre los efec-
tos de este producto en semillas de manzano. Se ha
sugerido que las citocininas en su mayoria son sinte-
tizadas en las rafces y transportadas por los vasos le-
fiosos a las partes aéreas del {rutal (18) Sin embargo,
los experimentos de Ramirez (16) mostraron que los
niveles de citocininas en esos tejidos son muy bajos
después de la época de floracién y no sufren cambio
alguno con el tratamiento dei retardante Esto permi-
te sugerir que las citocininas localizadas en las semi-
llas del fruto (Figura 4) posiblemente fueron sinte-
tizadas in sitw. Ll significado de éstas en el proceso
de iniciacion floral en el manzano no estd bien docu-
mentado, en cambio, en otras especies frutales se ha
considerado de vital importanciz en la formacién de
yemas florales Por ejemplo Srinivasan y Muiling (19)
demostraron en ¥itis sp la transformacion de sar.
mientos en inflorescencias cuando el dpice de éstos
{ue tratado con citocininas Por otro lado Grochows-
ka y Karaszewska (6} encontraron un alfo nivel de
citocininas en ramas de manzano las cuzles forma-
ron un mayor ntmero de frutos

En el presente trzbajo no se observd cambio signi-
ficativo en giberelinas o dcido abscisico en semitlas
de frutos cuyos drboles fueron tratados con dami-
nozida. Lo conirario ocurrié con auxinas y citoci-
ninas las cusles respectivamente seirieron una reduc-
¢idn y un aumento La relevanciz de estos resultados
con el procese de iniciacién [Toral en manzano requie-
re de mayor investigacion

Resumen

La aspersidn con daminozida (2 000 ppm)a drbo-
les de manzano def cv Cox’ Qrange Pippin 2 semanas

Turriglba Vol. 34, No. 2, 1984, pp. 252-257
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después de floracién, origind un aumento en yemas
floraies en el siguiente afio

Andlisis de extractos de semillas tormadas de frutos
a diferentes fechas posteriores al tratamiento con
daminozida no mostraron cambic alguno en los nive-
les de giberelinas o dcide abscisico al compararse con
los testigos. Sin embargo, se observd una reduccion en
el contenido de auxinas & los 24 v 36 dias después
de [loracién, mientras que el nivel de citocininas au-
mentd a los 18 y 30 dias después de esa fecha.

24 de setiembre de 1982
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Interaciones entre el Acido Suceinico 2.2 — Dimetil
Hidrazida (Daminozida) v otras Hormonas en Ia
Inictacion Floral del Manzano.

Summary. Spur deleafing. defruiting snd daminozide
sprays have been carried out in combinations with injections
of different hormones to spurs of the apple cultivar Egre-
mont Russett and their eflects on flower bud formation
determined Gibberellin application tended 1o inhibit flowear
initiation  but  citokinins. particularly  zeatin.,  strangly
promoted flower initiation when applied slone or in combi-
nation with daminozida The results are discussed in terms
of the role of hormaones on figwer initiation in appile

Se ha demostrado que en manzano la capacidad
de un dardo para Tormar yemas florakes es disminida
cuando se eliminun lus lojus en el formadas (1) Este
efecto es menor si la eliminacion de hojas en el durdo
se efectun u partiv de 6 semanas posteriores a fa Horae-
cion completa (8} Aunque existe esta evidencia. la
funcion que tienen lay hojus en ef proceso de inicia-
cion {loral ne ha sido aclarado suficientenenic (1)
Una hipotesis sobre la accion de estos drganos ha sido
postulads por fackson y Sweet {7), quienes han suge-
rido que estas actusn coma productoras de alimento
necesario para la formacion de flores Sin embargo.
se ha observado en experimentos con '*C0,. que
aguellos dardos que carccen de hojs. contienen
sulicientes carbohidrutos, los cuales se presume son
trapsportados desde Jas hojas de dardoes tocalizados
en oiros puntos distantes en la misma ruma {(9)

Por lo tanto. otras alternutivas quizd mis acepta-
bles seriun que las hojas en el dardo podrian sintetizar
ung o mds hormonas necesarias para la injciacion del
proceso foral o bien que su funcion sea Ta de redistri-
buir en fa yema meristemitica del dardo aquelias
hormonas responsables de Ta iniciacion floral, si acaso
fueran sintetizadas cn otras partes def drbol {11)

Se ha notado también la inhibicion de la inicizeion
floral en dardos de manzuno cuando existe fa presen-
cia de frutos con semillas (5) Ustos resultados Tueron
discutidos en términos de hormonas enddgenss, las
cuales se plensa son producidas en las semitlas en
desarrolle (10, 12} Por lo tanto, en este trabajo se
investigd la posible funcion de diferentes hormonas
en ¢f proceso de iniciacion flory] en manzano

Materiales y métodos

El presente trabajo se fevo a cabo en la Estacion
Experimental de Long Ashton, en Bristol, Inglaterra
Setenta y dos arboles de siete anos de edad del ov
Egremont Russet/MM 106 plantados en recipientes
con arena (30 cm de didmetro x 25 cm de allura)
fueron distribuidos en un diseiio factorisl (2x2x2x
6x3), utilizande un drbol como unidad experimental
Los drboles fueron divididos en dos grepos Uno fue
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