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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como finalidad evaluar el crecimiento, desarrollo, respuesta a estrés
biotico y la cantidad de injertos en citricos exitosos mediante la aplicacidn de extractos del sauce
llorén (Salix babylonica), obtenidos de tallos y hojas, mediante métodos de extraccion de arrastre
de vapor y maceracion, en aplicacion foliar (caulinar) y “drench”, en un vivero localizado en la
parroquia La Concepcidn, cantén Mira, Carchi. Se utilizé un disefio completo al azar, con 10
tratamientos obtenidos de interacciones encontradas entre factores de estudio, 4 repeticiones,
obteniendo 40 unidades experimentales, con 240 plantas en evaluacion. Fueron utilizados el indice
Plastocrénico (IP), indice de Area Foliar (IAF), como técnicas de medicion de crecimiento y
desarrollo, muestras visuales para medicidn de estrés y cantidad de injertos exitosos, utilizando
prueba Tukey al 5% para contrastar resultados. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en dafio por minador de hoja. A los 90 ddi en evaluacién de crecimiento y desarrollo
medido por IP se destaca el T1 con 13.71 como el mejor tratamiento seguido por T2 con 11.14 y
T8 con 10.60, en relacién al testigo con 9.09 de media respectivamente, ademas T1 presenta un
100% de prendimiento de injertos, en comparacion al testigo que no logra alcanzar el 80%. A los
90 ddi se observa que T4 y T5 alcanzan los mejores resultados con 0.33 y 0.34 respectivamente,

en contraste con el testigo que indica un IAF de 0.16, resultando en un mayor desarrollo de follaje.

PALABRAS CLAVE:
e DIAS DESPUES DEL INJERTO (ddi)
e DRENCH
e FOLIAR

e MACERACION
e EXTRACTOS
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ABSTRACT

The purpose of the present investigation was to evaluate the growth, development, response to
biotic stress and the quantity of successful in citrus plants, grafts by applying weeping willow (Salix
babylonica) extracts, obtained from stems and leaves, with extraction methods of steam trawling
and maceration, in foliar application (caulinar) and drench, in a field located in the parish of La
Concepcion, Mira, Carchi province. A complete random design was used, with 10 treatments
obtained from interactions found between study factors, 4 repetitions, at the end obtaining 40
experimental units, with 240 plants under evaluation. The Plastochronic Index (PI), Foliar Area
Index (LAI), were used as growth and development measurement techniques, visual samples for
stress measurement and number of successful grafts, all processed in Infostat to assess significance
with Tukey test 5%. No statistically significant differences were found in damage by leaf miner, at
90 ddi in evaluation of growth and development measured by Pl it stands out to T1 with 13.71 as
the best treatment followed by T2 with 11.14 and T8 with 10.60, in relation to control with 9.09 on
average respectively, also T1 presents 100% successful grafts, compared to the control that fails to
reach 80%. At 90 ddi it is observed that T4 and T5 reach the best results with 0.33 and 0.34
respectively, in contrast to the control that indicates LAl of 0.16, resulting in greater foliage
development.

KEY WORDS:

e DAYS AFTER GRAFTING (ddi)
DRENCH

FOLIAR

MACERATION

EXTRACTS
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INTRODUCCION

En los albores del nuevo milenio, 2 570 millones de personas dependen de la agricultura, la
caza, la pesca o la silvicultura para su subsistencia, incluidas las que se dedican activamente a esas
tareas y sus familiares a cargo sin trabajo. Representan el 42 por ciento de la humanidad. La
agricultura impulsa la economia de la mayoria de los paises en desarrollo. Histoéricamente, muy
pocos paises han experimentado un rapido crecimiento econdmico y una reduccién de la pobreza
que no hayan estado precedidos o acompafiados del crecimiento agricola. La agricultura ha sido
considerada solamente como una actividad econdmica, més alla de ser una forma de vida,
patrimonio, identidad y pacto ancestral con la naturaleza. La mayoria de las culturas, especialmente
aquéllas en las que la principal actividad es la agricultura, tienen profundas creencias religiosas,
valores y rituales relacionados con los alimentos y el respeto por el medio ambiente (FAO, 2005).

En los ultimos tiempos ésta ha sufrido severos cambios en lo que respecta a manejo, en la
utilizacion excesiva de quimicos para el control de plagas y enfermedades que afectan cultivos de
interés econdmico, por lo que deducimos que actualmente se encuentra en crisis. A pesar de que
en todo el mundo la produccién es al menos igual que en el pasado, existen abundantes sefiales que
muestran que las bases de su productividad estan en peligro. La agricultura del futuro debe ser tanto
sostenible como altamente productiva si se desea producir alimentos para una creciente poblacion
humana (Gliessman, 1998).

Segun FAO (1991), el mundo esta andando hacia una crisis alimentaria debido al rapido y
constante aumento de la poblacion en muchas zonas del mundo en desarrollo, particularmente en
Africa, el Medio Oriente y partes de América Latina ademas de la disminucion de la productividad

agricola en términos de productividad per cépita. El crecimiento demografico, la urbanizacién, la
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distribucion desigual de las tierras, la reduccion de las dimensiones de las explotaciones y el
constante empobrecimiento de los agricultores del Tercer Mundo, han contribuido a reducir la
produccién tradicional en zonas criticas. Casi mil millones de personas padecen de malnutricion y
400 millones estan cronicamente subnutridas. Paralelamente al crecimiento del nimero de seres
humanos, ha ido avanzando la degradacidn de los recursos a escala masiva. En un momento en que
se necesita producir mas alimentos, la degradacion de las tierras y el abuso de sustancias quimicas
comportan una mengua de la produccion agricola.

El reto actual mas importante consiste en lograr el modo de aumentar la produccion para
satisfacer la creciente demanda de alimentos, piensos y bioenergia, ademas de buscar la
rentabilidad conservando al mismo tiempo la biodiversidad y reduciendo la presion sobre los
recursos naturales y los ecosistemas (FAO, 2016).

La utilizacion de sistemas alternativos de produccién se vuelve importante, para permitir la
obtencion de alimentos de calidad libres de residuos quimicos, que mantengan la fertilidad del
suelo, haciendo uso de técnicas amigables con el ambiente y de pocos 0 escasos recursos
economicos.

El empleo de la biotecnologia puede reducir la necesidad de productos agroquimicos,
identificando bacterias que sustituyan el efecto de los fertilizantes quimicos y manipulando
genéticamente las plantas para hacerlas mas resistentes, reduciendo el consumo de plaguicidas y
herbicidas. Ademas, se puede aumentar el contenido de nutrientes de las plantas y el rendimiento
de los cultivos. Los paises en desarrollo que adopten rapidamente la nueva tecnologia se
beneficiaran del incremento de la produccion, la introduccion de nuevos productos y el ahorro de

recursos (FAO, 1991).
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Los extractos vegetales han sido utilizados milenariamente por agricultores, teniendo
importantes efectos positivos en el control de plagas y enfermedades y mejora en la productividad.
Con la aparicion de plaguicidas sintéticos, ha disminuido el uso de los antes mencionados dando
paso al encarecido control y dafio al medio ambiente. Por éstas y otras razones mas en la ultima
década se ha tomado énfasis en recuperar los saberes ancestrales y hacer uso de mecanismos de
bajo impacto ambiental, econdmicos y funcionales, como lo son los extractos vegetales.

Los biorreguladores son compuestos capaces de estimular o inhibir un proceso fisiologico
en las plantas, debido generalmente a la accion de fitohormonas u hormonas vegetales que regulan
diversas funciones como germinacion, crecimiento y desarrollo, que también actian como
mediadores quimicos en eventos particularmente relacionados con el aprovechamiento de la luz
por las plantas (Carreiras-Albo, 1998). Del tipo y cantidad de una fitohormona especifica dependen
los efectos producidos en cada evento, ejerciendo influencia ademas en procesos como la
asimilacion de nutrientes o el desarrollo del sistema radicular y vegetativo de una planta (Diaz-
Montenegro, 2007).

La resistencia a las enfermedades de las plantas es a menudo especifica y los metabolitos y
receptores que contribuyen a esta especificidad pueden tener estructuras especificas. Sin embargo,
compuestos sencillos, sin relacion estructural, inducen resistencia sistémica en plantas no
relacionadas a diversos patdgenos incluyendo hongos, bacterias y virus (Ku¢, 2001).

En la dltima década se ha experimentado un alza en la demanda de consumo de citricos, ya
sea en fresco o elaborado, lo que ha provocado un aumento en el cultivo de los mismos, haciendo

de éstos un mercado potencial para la comercializacion de productos agroquimicos y organicos.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion del Problema

La tragedia provocada por la agricultura industrial no sélo se mide por la contaminacion
generada por los agroquimicos que utiliza (fertilizantes, fungicidas, herbicidas, insecticidas), por
la pérdida de ambientes naturales transformados por el avance del hombre en la busqueda de
industria, perdiendo fauna y flora propia de la zona, por la dilapidacion de agua, suelos y energia,
por la erosion de la diversidad genética a consecuencia del uso de unas cuantas variedades
mejoradas, por el incremento del riesgo a causa de los organismos transgénicos, o por la generacion
de alimentos peligrosos e insanos; también se distingue por un impacto cultural de incalculables
consecuencias: saberes ancestrales de por lo menos 10 000 afios, perdidos a lo largo del tiempo de
interaccién humana con la naturaleza (Toledo, 2005).

La FAO prevé la necesidad mundial de producir 60 por ciento mas de alimentos para el
sustento de una poblacion méas numerosa en todo el planeta en 2050; la agricultura debera seguir
suministrando un 80 por ciento de los alimentos del mundo. Es de gran importancia reducir las
pérdidas de alimentos causadas por las plagas de los cultivos, para cubrir las necesidades de
alimentos del mundo (FAO, 2012).

Efectos negativos en la seguridad alimentaria y la nutricion en los paises en desarrollo, son
acciones que se generan con frecuencia. El crecimiento del comercio internacional de productos
agricolas amortigua los efectos potenciales de las plagas y enfermedades transfronterizas en la

disponibilidad de alimentos, aunque pueden hacerse sentir mucho en las comunidades mas pobres
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que no tienen acceso a suministros de sustitucion. Las autoridades de los paises en desarrollo, no
adoptan un compromiso real con la seguridad alimentaria de sus mandantes, siendo uno de los
principales argumentos que se esgrimen en favor de la asistencia internacional a los programas de
control (FAO, 2001).

Todos los afios la produccion agricola mundial se reduce del 20 al 40 por ciento a causa de
plagas y enfermedades, segun estimaciones de la Secretaria de la CIPF (Convencion Internacional
de Proteccidn Fitosanitaria) con sede en la FAO. De acuerdo con la CIPF, las ventas mundiales de
plaguicidas para combatir las plagas de las plantas ascienden en torno a los 45 mil millones de USD
al afio (FAOQ, 2012).

Entre algunos problemas inherentes a la produccion agricola esta la falta de conocimiento
en el uso de alternativas ecoldgicas para la obtencion de extractos naturales. La poca preocupacion
por el cuidado del ambiente, resultantes en la contaminacién de suelo y agua con residuos de
plaguicidas. Problemas que se presentan en las plantas luego de realizar practicas de injerto. Los
costos incurridos en la adquisicion de insumos quimicos para el tratamiento de enfermedades,
plagas, desarrollo y crecimiento de plantas. En el ambito social, existen muchos casos de
intoxicacion ya sea al momento de aplicacion o en el consumo de alimentos debido a los quimicos,
desencadenando enfermedades, alergias, traumas e inclusive alteraciones genéticas.

Para la presente investigacion se plantean dos problemas. Primero el uso excesivo de
quimicos para la produccion de plantas injertas, ocasionando dafios ambientales, acompariados de
la no accesibilidad a éstos debido a los elevados costos que incurren en la adquisicion de los
mismos. Segundo el efecto post injerto que presentan las plantas; estrés biotico y abiotico, bajo
prendimiento, deficiente crecimiento y desarrollo de las plantas injertadas, ademas de los largos

periodos de tiempo hasta conseguir una planta ideal para siembra en campo definitivo.



1.2 Preguntas de investigacion

» ¢Los extractos de sauce (Salix babylonica) funcionan como biorreguladores?

» ¢Cudl de los dos métodos de extraccién (maceracion o vapor) de compuestos del sauce
(Salix babylonica) de hojas y tallos, ha mostrado mejores resultados en disminuir problemas
de prendimiento, crecimiento y desarrollo en citricos injertados?

» ¢ Qué dosis de extracto se debe aplicar a las plantas?

» ¢ Cual método de aplicacidn (aspersion o drench) muestra mejor resultado?

» ;Existe diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos evaluados en relacion

al testigo absoluto?

1.3. Justificacién e importancia

El uso de plaguicidas ha aumentado de una manera continua desde los afios 40, en promedio
un 11% anual, alcanzando mundialmente cinco millones de toneladas en 1995. En paises
desarrollados se logra observar un cambio gradual en el uso de agroquimicos, prefiriendo métodos
agricolas bioldgicos; sin embargo, tratamientos quimicos se siguen aplicando en forma intensiva
en paises tropicales. Expertos calculan que menos del 0.1 por ciento de la cantidad de plaguicidas
aplicado llega a la plaga de interés, mientras que el restante circula por el medio ambiente,
contaminando posiblemente el suelo, agua y la biota; asi, se vuelve obligatorio caracterizar el
destino final y la toxicidad no prevista de estos plaguicidas para definir con certeza el riesgo
asociado a su uso (Carvalho, Nhan, Zhong, Tavares, & Klaine, 1998).

El control quimico ha sido el método principal para manejo de plagas y enfermedades de
los cultivos. Han conducido a la busqueda y desarrollo de alternativas ecolégicas los problemas de

contaminacion ambiental, que han impactado negativamente en la biodiversidad de los
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agroecosistemas, como de seguridad y salud pablica, inherentes a la fabricacion y uso inadecuado
de los agroquimicos, (Zavaleta-Mejia, 1999).

El hombre desde el inicio de la préctica de agricultura se ha preocupado por aumentar y
preservar las cosechas, dependiendo de éstas su subsistencia relacionadas a la cantidad y calidad
de las mismas. A la constante lucha contra las plagas que amenazan los alimentos y otros productos
agricolas, se suma las preocupaciones por el control de los insectos y otros animales, vectores de
enfermedades transmisibles. Ambas han adquirido caracteristicas especiales con el formidable
progreso de la industria quimica en el siglo XX. Este progreso ha suministrado una gran cantidad
de substancias quimicas de alta agresividad contra los organismos dafiinos pero cuyos efectos sobre
el hombre y equilibrio del ecosistema contintan siendo debatidos (Ferrer, 2003).

Con el auge sin precedentes del comercio mundial de productos agricolas, las plagas y
enfermedades de las plantas siguen representando un desafio importante para la produccion de
alimentos y la seguridad alimentaria (FAO, 2012).

Sin embargo, el uso desmedido de quimicos ha tornado una agricultura consumista y poco
interesada en los dafios colaterales que se generan a la par de la produccién, conllevando cambios
climatolégicos que afectan el normal desarrollo de los cultivos y dafios en la salud humana.

El impacto del cambio climatico en la seguridad alimentaria mundial se notard no solo en
el suministro de alimentos, sino también en la calidad, el acceso y la utilizacion de los mismos y
en la estabilidad de la seguridad alimentaria. La utilizacion de practicas amigables con el ambiente,
el cuidado y proteccion de la tierra, el agua, la pesca y la silvicultura por parte de los pequefios
productores serd fundamental para avanzar en los esfuerzos de adaptacion ante el cambio climatico,

la erradicacion de la pobreza global y la erradicacion del hambre. Ademas, se precisaran también
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mejoras en las infraestructuras, los servicios de extension, la informacién climatica, el acceso al
crédito y la proteccion social para alentar la adopcion de estas practicas (FAO, 2017).

Con los avances presentados por la biotecnologia y la adopcidn de practicas sostenibles, se
puede lograr la reduccion de la compra de insumos externos. Los extractos vegetales muestran un
alto potencial para lograr el cambio de practicas culturales, que disminuyan los impactos de los
insumos quimicos cuando se deban usar y permitan establecer bases para disefiar sistemas que
ayuden a los agricultores a mantener sus granjas y comunidades (Gliessman, 1998).

La presente investigacion se justifica en el fin de encontrar métodos alternativos de
produccién agricola, que minimicen el dafio ambiental, mejoren la economia de quienes los
utilicen, y logren solucionar los inconvenientes que se presentan al momento de realizar la practica
de injerto. El proyecto contempla la manera de buscar una tecnologia que pueda ser utilizada por
cualquier persona, econdmica, facil de preparar, toxicamente segura, sostenible y que mejore el

desarrollo y crecimiento de las plantas.

1.4. OBJETIVOS

A. General
» Desarrollar un extracto natural a base del sauce (Salix babylonica) que disminuya los
problemas de estrés presentados en los injertos de citricos y mejore el prendimiento,

crecimiento y desarrollo de los mismos, de manera sostenible, econémica y segura.

B. Especificos
» Evaluar el método mas conveniente de extraccion.

» Determinar la dosis adecuada para la aplicacion en plantas.



Determinar cudl de las dos técnicas de aplicacion (aspersion al tallo o drench) obtiene el
mejor resultado.
Difundir los resultados en un dia de campo con agricultores y viveristas de la zona de

influencia donde se desarrollo la investigacion.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

2.1. Agricultura organica

Sistema de produccion donde el reciclaje de recursos de la finca es la prioridad, dandole
énfasis a la fertilidad del suelo y la actividad biolégica del mismo, ademéas minimizar el uso de los
recursos no renovables y el no uso de fertilizantes y plaguicidas sintéticos que contaminan, para
proteger el medio ambiente y la salud humana. La agricultura organica involucra mucho més que
no usar agrogquimicos. (FAO, 2003)

Se orienta mas a los procesos que a los productos, implica restricciones significativas que
elevan los costos de produccion y comercializacion en la mayoria de los casos, aporta beneficios a
la salud, seguridad de no encontrar residuos toxicos en los alimentos y minimizar el dafio ambiental.
Prohibe el uso de organismos genéticamente modificados (OGM’s), productos sanitarios sintéticos,
estimulantes y hormonas (FAO, 2003).

La agricultura sostenible es un término genérico que supone tanto una filosofia, valores y
concepcion del mundo en la relacion sociedad naturaleza, como una de las practicas y sistemas
agricolas. De manera holistica, la sostenibilidad compone aspectos ecoldgicos, econémicos y
culturales en cuyo examen se deben emplear las herramientas conceptuales y los aportes derivados
de la investigacion en las ciencias agronomicas y sociales (Suquilanda, 1996).

Segun (Cussianovich, 2001) la agricultura organica, la agricultura biodinamica, la
permacultura, la tecnologia apropiada y la agroecologia, para citar algunas, nacen de la toma de

conciencia, por parte de la sociedad, sobre los riesgos generados en la salud humana y en el medio
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ambiente como consecuencia del uso excesivo de agroquimicos sintéticos y el inadecuado manejo
de los recursos naturales, conduciendo asi a la busqueda de tecnologias de produccion alternativas
que contrarrestaran estos efectos, dejando espacio al surgimiento de diversas corrientes.

Ademas de los atributos sefialados, que indiscutiblemente aportan al mejoramiento de la
calidad de vida en el medio rural y de la sociedad en su conjunto, la practica de la agricultura
organica conlleva una de las contribuciones mas significativas e importantes al desarrollo del sector
agropecuario, al propiciar dia con dia la revalorizacién del principal y tal vez Gnico patrimonio con
que cuentan los productores: la tierra (Cussianovich, 2001).

En este sentido, es de gran importancia la valorizacion de los productos organicos puesto
gue marcan la diferencia en el modo de hacer agricultura, siempre de la mano de précticas
conservacionistas amigables con el medio ambiente, como es la utilizacién de extractos vegetales

para el control de plagas, enfermedades y aumento de productividad.

2.2 Extractos vegetales

2.2.1 Importancia
Los productos quimicos han sido la principal estrategia para reducir las enfermedades y
plagas en plantas durante mas de seis décadas. Sin embargo, el uso indiscriminado de estos
productos ha provocado dos grandes problemas: el incremento de residuos quimicos
potencialmente tdxicos al humano y la proliferacién de fitopatogenos resistentes. Los problemas
anteriormente citados y al aumento en el costo de los productos quimicos, provocan una tendencia
global a reducir su uso. Esto ha intensificado la busqueda de alternativas de origen natural que sean

econdmicas, efectivas y menos dafiinas al ambiente y a la salud humana, de manera que se han
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reportado estudios que demuestran los efectos antifungicos, antibacteriales, nematicidas e

insecticidas de extractos de diversas plantas (Quintana, 2009).

Un extracto es una disolucion de los principios activos de una planta en un determinado
medio que actia como disolvente. Todos los extractos poseen segln su naturaleza un minimo de
principios activos, encargados de aportar propiedades. Estos refuerzan la fortaleza de la planta o
repelen o suprimen al patdgeno. Su eficacia depende de varios factores, no todos ellos controlados
totalmente; por esto es que los resultados pueden ser variables, en funcion del estado del cultivo,
las condiciones de extraccion, la calidad de la planta de la cual se extrae la sustancia, etc.
Muchas pueden favorecer los mecanismos de defensa de las plantas, reforzando la pared celular, o
con sustancias inhibidoras de los patégenos, sobre todo en condiciones de estrés (sequia, falta de

nutrientes, ataques fuertes de insectos, etc.) (Rosello, s.f).

2.2.2 Beneficios
Los extractos vegetales presentan ventajas ante los quimicos debido a: ser conocidos y
preparados por los propios agricultores, disminuyendo la dependencia de los técnicos y las
empresas comercializadores de agroquimicos. Las partes vegetales son de facil y econdmico acceso
al estar presentes en las comunidades, no generan presion al medio ambiente pues no han sufrido
alteraciones quimicas, se fabrican con materiales biodegradables y de baja o nula toxicidad. El
periodo de reingreso al cultivo se vuelve corto, pues al ser organico no presenta afeccién a la salud

humana. El desarrollo de resistencia se vuelve menor en comparacion con quimicos.

2.2.3 Tipos por medio de disolvente

Las principales diferencias entre extractos resultan por el medio en el cual estan disueltos.
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Extractos oleosos. — usan el aceite vegetal
Extractos glicélicos. - emplean el propilenglicol o la glicerina liquida
Extractos hidroalcoholicos o tinturas. - emplean el alcohol etilico de acuerdo el activo a

extraer en diferentes graduaciones.

2.2.4 Extractos

Fluidos. - son preparaciones liquidas en relacion 1:1

Secos. - realizados mediante evaporacion, teniendo un contenido de agua no mayor al 5%,
en relacién 2:1

Blandos. - son preparaciones semisolidas logradas por evaporacion total o parcial.
Crioextractos. — utilizados para extraccion de compuestos termolabiles, luego de ser

congelados se someten a la accion del nitrégeno liquido y luego etanol.

2.2.5 Mecanismos de accion

Actividad antifngica. — acttan sobre las rutas metabolicas especificas que les confieren a
los patdgenos su resistencia a factores adversos. En hongos como Aspergillus o Rhizopus,
un terpenoide afecta la ruta de generacion de melanina, misma que deforma sus esporas e
impide su desarrollo.

Actividad bactericida o bacteriostatica. — mediante sustancias aleloquimicas dafian la pared
celular de las bacterias dejandolas sin proteccion.

Actividad larvicida. - provocan repelencia, inanicion y finalmente la muerte de las larvas,
como los metabolitos secundarios de las Meliaceas (Neem). Algunos acidos grasos son

toxicos para larvas de diversos insectos plaga.
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* Actividad nematicida. - la azadiractina es tdxica para ciertos grupos de nematodos,
causandoles dafio en diferentes estadios de su desarrollo.

» Actividad alelobidtica. - son estimuladores del desarrollo vegetal exdgeno no nutritivo que

inciden en el crecimiento, desarrollo y composicion de las plantas.

2.3 Métodos de extraccion de compuestos
Dependiente de algunos factores, entre ellos: la técnica de preparacion de material organico,
estructura quimica de los compuestos fenolicos, temperatura, tiempo de extraccion, relacion sélido-
liquido, método de extraccion empleado, posible presencia de sustancias de interferencia y sistema
solvente elegido, en éste ultimo debe tomarse en cuenta polaridad / solubilidad de los
constituyentes, seguridad (no inflamable o formador de perdxidos explosivos), facilidad de trabajo,

potencial y pureza (Jones & Kinghorn, 2005).

Los métodos por arrastre de vapor 0 maceracion son sencillos y econémicos, ademas se
puede mencionar entre los mas comunes la extraccion con equipo Soxhlet, extraccién asistida por

ultrasonido o extraccion asistida por microondas (Guntero et al., 2015).

2.3.1 Destilacion por arrastre de vapor
Se usa cuando los compuestos de interés son volatiles, pues permite separar sustancias
organicas insolubles en agua y ligeramente volatiles, de otras no volatiles, como resinas, sales
inorganicas, u otros compuestos organicos (Richter, 1980). Este método es una "alternativa verde"
a los métodos de extraccion convencionales, debido a que usa un solvente no toxico, y genera pocos
compuestos contaminantes como CO2, sin perder calidad en los productos extraidos (Jones &

Kinghorn, 2005).
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El procedimiento incluye los siguientes pasos (Arango et al., 2009):

. Construccion del equipo: Se requieren dos matraces, uno con agua destilada y otro con la
muestra orgénica (llustracion 1). Se genera vapor calentando el matraz con el solvente liquido.
. Arrastre: por accion del vapor se extraen los aceites esenciales de la muestra, que son arrastrados
por el vapor de agua en un proceso de codestilacion.

. Extraccion: de este destilado se extrae totalmente el aceite esencial, separando la mayor parte
de la fraccion acuosa, agregando al aceite sobrenadante (unas cuantas gotas) 5 mL. de acetato
de etilo para facilitar su separacion.

. Destilacién: debe agregarse la cantidad necesaria de sulfato de sodio anhidro para eliminar el
agua remanente, filtrar o decantar el extracto seco y comprobar el grado de pureza del aceite

obtenido.

Matraz 1

Figura 1. Destilacion por arrastre con vapor
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2.3.2 Maceracion
Constituye el proceso de extraccion de compuestos bioactivos en diferentes estados fisicos
de sélido-liquido. Los compuestos de interés se encuentran en estado sélido, pero por su solubilidad
se facilita la extraccion con un solvente liquido. EI proceso puede desarrollarse en frascos,
matraces de Erlenmeyer, o en contenedores mas grandes, de acuerdo al tamafio de la muestra

(Enriquez et al., 2002).

El procedimiento involucra los siguientes pasos (Jones & Kinghorn, 2005):

1. Carga de material vegetal: previo humedecimiento del material de la planta con el solvente,

cubriendo toda la muestra.

2. Extraccion: para evitar la pérdida de solvente el contenedor debe estar cubierto, y con cada

adicion de solvente nuevo el material vegetal debe dejarse macerar durante la noche.

3. Decantacion: a través de una pantalla o filtro, ademas se agrega solvente fresco eliminando el

solvente saturado.

4. Métodos para acelerar el proceso de extraccion: se puede realizar sonicaciéon de la muestra o
agitacion suave en una mesa de caldo de fermentacion, reduciendo asi el tiempo necesario para una

extraccion completa.

2.3.3 Percolacion
Consiste en realizar el paso del liquido por el percolador sometiendo a una ligera presion a
los materiales contenidos en el mismo. Existe una regulacion al final del percolador para permitir

el paso segun conveniencia. El material para la extraccion pasa por previo humedecimiento, luego
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se empaqueta y se programa de tal forma de conseguir un goteo uniforme. Se deja en maceracion

con el percolador cerrado durante 24 horas.

Pasado este tiempo se deja gotear lentamente y se adiciona suficiente solvente hasta un
volumen proporcional a las 3/4 partes del volumen total requerido para el producto final. Se
presiona la masa humeda residual para extraer el maximo del liquido retenido y se completa con
suficiente liquido hasta obtener la proporcion adecuada, se filtra o se clarifica por decantacion

(Farmacognosia, s,f).

2.3.4 Decoccion
Es usada parala obtencién de principios activos que no sufran alteraciones con la
temperatura. En este procedimiento se hierve el material de interés en agua por 15 a 60 minutos
(segun la planta o el principio activo a extraer), luego se enfria, se tamiza y se afiade suficiente
agua fria a través de la muestra hasta obtener el volumen deseado. Al final se realiza un filtrado
para separar las impurezas del extracto obtenido. Se estima una vida anaquel de 24 horas del
extracto, tiempo después del cual el mismo no tendrd la misma composicién fisico — quimica

(Farmacognosia, s,f)

2.3.5 Infusién
Es empleada para la extraccién de principios activos de partes delicadas de la planta como
son flores, yemas u hojas. No se logra obtener toda la parte de los principios, debido que no se
expone a grandes temperaturas. Consiste en colocar agua hirviendo sobre la muestra de interés y

tapar para conseguir que el vapor suba y luego se decante por la accion del frio, por lo que puede


https://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/farmacoergasia/principio-activo/
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implicar ser un método lento. Se recomienda utilizar dosis de un gramo de planta (muestra) por

cada 10 cc de agua (Farmacognosia, s,f).

2.4. Defensa natural de la planta
Varios mecanismos bioquimicos y fisiologicos han sido desarrollados por las plantas para
responder y adaptarse ante un estrés determinado y asi adquirir tolerancia al mismo. Para hacer
frente a esto las plantas presentan defensas preexistentes e inducidas (Gatehouse, 2002).
Mecanismos constitutivos e inducidos, donde los primeros son preformados antes del
ataque del patégeno, mientras los segundos se desarrollan ante el ataque de un patdgeno, ademas

de ser estructurales o quimicas.

Respuesta inmediata Respuesta local Respuesta
de la célula invadida sistémica
= Generacion de ERO + Alteracion de las vias de + Induccion de glucanasas
= Sintesis de oxido nitrico metabolismo secundario = Activacion de quitinasas y
» Apertura de canales idnicos » Suspension del ciclo celular peroxidasas
= Fosforilacion y desfosforilacion « Sintesis de proteinas RP + Sintesis de otras proteinas
de proteinas + Acumulacion de los dcidos RP
» Rearreglo del citoesqueleto benzoico y salicilico
» Muerte celular hipersensible » Produccion de etileno y acido
= Induccion de genes jasménico

« Fortificacion de la pared
celular

Figura 2. Respuestas de defensa de las plantas locales y sistémicas.

Fuente: (Sepulveda-Jimenez, Porta-Ducoing, & Rocha-Sosa, 2003)

2.4.1 Muerte celular programada
La muerte celular controlada es la respuesta defensiva inducible mas temprana ante la
invasion de tejidos vegetales por un microorganismo foraneo. Esta “respuesta hipersensible” ocurre

en aproximadamente 24 horas despues que la planta percibe un patégeno potencial. Es un
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fendmeno conocido desde hace varios decenios. Comparte caracteristicas generales con la
apoptosis, 0 muerte celular programada. El objetivo de esta apoptosis en la zona en la que se ha
detectado la penetracion de un microorganismo patogénico es el de aislar al invasor (Vivanco,
Cosio, Loyola-Vargas, & Flores, 2005).

La vision actual del sistema inmune de la planta o la defensa natural se explica asi; En la
fase 1, los PAMP (patron molecular asociado a patdégenos) son reconocidos por PRR (receptores
de reconocimiento de patrdén), lo que resulta en inmunidad activada por PAMP (PTI) (PAMP
inmunidad desencadenada), que puede detener la colonizacién adicional. En la fase 2, los
patdgenos exitosos despliegan efectores que contribuyen a la virulencia de los patdgenos. Los
efectores pueden interferir con PTI. Esto resulta en susceptibilidad desencadenada por efector
(ETS). En la fase 3, un efector dado es “especificamente reconocido” por una de las proteinas NB-
LRR, lo que resulta en inmunidad desencadenada por efectores (ETI). El reconocimiento es
indirecto o mediante el reconocimiento directo de NB-LRR (dominios de nucle6tidos-repeticion
rica en leucina) de un efector. La ETI es una respuesta de PT1 acelerada y amplificada, que da como
resultado resistencia a la enfermedad y, por lo general, una respuesta de muerte celular (HR)
hipersensible en el sitio de la infeccidn. En la fase 4, la seleccion natural impulsa a los patdgenos
para evitar la ETI (inmunidad desencadenada por efectores) ya sea mediante la eliminacion o
diversificacion del gen efector reconocido, o mediante la adquisicion de efectores adicionales que
suprimen la ETI. La seleccion natural da como resultado nuevas especificidades R para que la ETI

se pueda activar de nuevo (Jones & Dangl, 2006).
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2.4.2 Metabolitos secundarios

Existe un extenso repertorio de “metabolitos secundarios”, presentes en concentraciones
variables, en todos los tejidos vegetales adultos, cuya funcion primordial parece ser la defensa
contra invasiones microbianas. A diferencia de las fitoalexinas, estos compuestos se caracterizan
por su estado permanente. Tienen por mision servir de barrera inicial a la propagacién de bacterias
u hongos dentro de los tejidos de la planta. Pueden ejercer una presion selectiva sobre los patégenos
potenciales; con el tiempo desarrollan por mutacion, mecanismos de resistencia y perpetdan asi el
ciclo de cambio por mutacion en patdgeno y hospedador. A ese fendmeno se debe la enorme
diversidad quimica de los productos naturales derivados de plantas (Vivanco, Cosio, Loyola-

Vargas, & Flores, 2005).

Proteccion del exceso de luz

Defensa al ataque por | & N/ solar
microorganismos VY ’
(virus, bacterias y hongos) \ \( J
N) ¥
R [Y

| Competencia con

Q ‘ / otras plantas

Proteccion contra herbivoros
(insectos y mamiferos)

AN

Proteccion contra !
nematodos }

Figura 3. Eventos donde actian metabolitos secundarios en

defensa natural de la planta. Fuente: (Sepulveda-Jimenez, Porta-Ducoing,

& Rocha-Sosa, 2003)
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Metabolitos secundarios son conocidos ademas como compuestos de bajo peso molecular,
mismos que son secretados debido al dafio ocasionado por heridas y ataque de microorganismos.
Durante la respuesta hipersensible, algunos compuestos pertenecientes a los grupos de los
alcaloides, los terpenoides y los fenilpropanoides, participan activamente matando directamente al
microorganismo patégeno o restringiendo su invasion al resto de la planta, otros contribuyen a
destruir las especies reactivas de oxigeno gque son toxicas para la misma célula vegetal, que se
sintetizan durante las etapas tempranas de la respuesta de defensa. Los conjugados de
fenilpropanoides con aminas se incorporan a la pared celular vegetal para aumentar su rigidez y
reducir su digestibilidad por insectos y vertebrados herbivoros. Algunos alcaloides son
neurotoxicos a insectos y vertebrados herbivoros (Sepulveda-Jimenez, Porta-Ducoing, & Rocha-

Sosa, 2003).

2.4.2.1 Fitoalexinas

Sintetizadas en el metabolismo secundario de la planta, fueron descritas desde hace mas de
70 afos. Poseen propiedades antimicrobianas ante un amplio espectro de hongos y bacterias
patdégenas. Son sintetizadas de manera enddgena y pueden o no ser sintetizadas en bajas
concentraciones cuando la planta esta sana, aunque la acumulacién en grandes concentraciones se
genera por dafios mecéanicos 0 exposicion a patdégenos. Algunos investigadores sugieren que son
producto del estrés térmico y luminico, asi como por la aplicacion de fungicidas, haciendo un
control al alcanzar la concentracion suficiente para inhibir el desarrollo del patdgeno (INTAGRI,

2017).

En respuesta a una infeccion y a diferentes tipos de inductores se genera el control de la

sintesis de fitoalexinas que comprende el proceso regulatorio de su produccion. Se ha observado
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que la induccidn de la sintesis y acumulacién, se encuentra asociada con un incremento de los
niveles de actividad de las enzimas involucradas en las rutas biosintéticas y juegan un papel
importante en su regulacion. Otro mecanismo de control es la inhibicion del producto sintetizado,
la especificad de las enzimas involucradas, compartimentacion celular y subcelular de enzimas y

sustratos y la presencia de productos del metabolismo del huésped (Garcia & Pérez, 2003).

2.4.3 Terpenoides

Son a menudo Ilamados isoprenoides teniendo en cuenta que el isopreno es su precursor
bioldgico. Presentan una gran variedad estructural, derivan de la fusion repetitiva de unidades
ramificadas de cinco carbonos basadas en la estructura del isopentenilo, son mondmeros
considerados como unidades isoprénicas y se clasifican por el nimero de unidades de cinco
carbonos que contienen en mono, sesqui, di, tri, tetraterpenos. Los productos que provienen del
metabolismo del isopreno abarcan a los terpenos, los carotenos, las vitaminas, los esteroides, etc.
(Universidad de Granada, 2002).

Tabla 1.
Mecanismos internos e inducidos de defensa de la planta.

Mecanismos internos de defensa de la planta

Barreras en la superficie  Se encuentran; la cutina, suberina y las ceras.

Barreras internas Se encuentra; el stber o corcho, tejidos absorbentes y tejidos mecanicos

Metabolitos secundarios Se encuentran; compuestos que contienen Nitrégeno (alcaloides), Terpenos
(piretrinas y aceites esenciales), Compuestos fendlicos (alelopatias-neem),

Flavonoides (pigmentacion y defensa), bioflavonoides (fitoalexinas).

CONTINUA
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Mecanismos de defensa inducida en la planta

Resistencia de gen a gen

Mejoramiento genético

Resistencia hipersensitiva

Sistema inmunitario innato (resistencia natural, bloqueo de células, muerte celular

programada)

Resistencia sistémica

adquirida (RSA)

Inmune por ataques anteriores (ruta- acido salicilico)

Resistencia sistémica

inducida (RSI)

Inmune por ataques anteriores (ruta-acido jasmoénico y etileno).

Resistencia inducida por

mordeduras

Mecanismo de sellado — sistémica hormonal (acido jasmonico)

Resistencia inducida por

elicitores (inductores)

Agroquimicos con funcion especifica — fosfito, quitosano, azlcares, proteinas,

jasmonato, etileno (formacion de fitoalexinas).

Resistencia inducida por

quimicos

Reduccion de estrés, expresion del potencial genético, aporte a procesos fisiologicos

especificos (aminodcidos, biorreguladores, microelementos).

Fuente: Chao, 2016. Citado por: (INTAGRI, 2017)

2.5 Resistencia Sistémica Adquirida (RSA)

Las plantas hospederas pueden protegerse contra el ataque de patégenos si han sobrevivido

a una infeccidn inicial por virus, bacterias u hongos patogénicos. Se piensa que la primera

infeccion, o algin dafio, “inmuniza” a la planta contra infecciones posteriores por patdogenos

homologos. La primera expresion de resistencia “inducida” por el patdogeno es la reaccion contra

subsecuentes infecciones de patdgenos, independientemente si son virus, bacterias u hongos. Esta

respuesta es Ilamada resistencia sistémica adquirida. La resistencia sistémica adquirida se refiere a

distintas vias de transduccion de sefiales que juegan un rol importante en la habilidad de la planta

para defenderse contra los patogenos (Camarena-Gutierrez & de la Torre-Almaraz, 2007).
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El anélisis genético de mutantes de plantas con problemas para montar una respuesta de
resistencia a patégenos invasores ha descubierto una serie de redes de sefializacion diferentes, pero
interconectadas, que estan bajo control positivo y negativo. Estas vias operan, al menos
parcialmente, a través de la accion de pequefias moléculas de sefializacion como salicilato,
jasmonato y etileno. La interaccion de las sefiales probablemente le permite a la planta ajustar las
respuestas de defensa tanto en el tejido local como sistémico (Feys & Parker, 2000).

En las células mas distantes o sea las partes no infectadas de la planta, las primeras
reacciones de defensa tipo RSA son la sintesis de proteinas relacionadas a la patogénesis llamada
proteinas PR, las enzimas [B-1,3glucanasas, endohidrolasas, quitinasas, inhibidores de enzimas
como la taumantina, inhibidores de amilasa y proteinasas. Los genes que son inducidos en las
infecciones primarias por el patdgeno, se expresan localmente y también sistémicamente en la
planta por lo que son llamados genes RSA. Otros genes que también gobiernan las reacciones de
defensa no son expresados sistémicamente (Shah & Klessig, 1996).

Moffat (1992), presenta dos caracteristicas de RSA, siendo: (1) es efectiva contra un amplio
espectro de diferentes patdgenos y (2) es a largo plazo. Menciona ademas que el espectro de
patdgenos puede variar dependiendo de la planta tratada.

Camarena-Gutierrez & de la Torre-Almaraz (2007), sugieren que la fuerza y estabilidad de
la resistencia inducida durante varias semanas pueden ser influenciadas por factores como las
condiciones climaticas y la nutricion. La observacion de que RSA se dispersa en la planta
principalmente en direccion apical y se mueve hacia yemas injertadas, nos indica que las sefiales
que establecen RSA son traslocadas a traves de la planta.

Feys & Parker (2000), mencionan que el gen NPR1 Arabidopsis es requerido para la

induccion por AS en la expresion de genes de resistencia y el establecimiento de la SAR. La RSI
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es la respuesta de la planta a tipos de agentes patogénicos y no patogénicos al presentarse una
infeccion, pero la ISR es independiente de AS y depende de la produccion de reguladores de
crecimiento como el acido jasmonico y etileno, pero al igual que la SAR requiere del gen NPR1

para inducir la resistencia.

En el siguiente esquema se explica los mecanismos que activan la RSA en la planta:

RECONOCIMIENTO

v
Estallide oxidativo
Especies reasrﬁvas de oxigeno

Respuesta hipersensitiva
Muerte celular programada
¥
Sustancias sefial
Factores de transcripcion

Sefiales sistémicas

Acido salicilico,
etileno, jasmonico

r

Entre cllas acido l

salicilico, etileno,

jasmonato Expresion de
mecanismos de Expresion de
defensa otros
pertenecientes a mecanismos de
los genes RSA defensa

Tejide de la planta __ Celulas infectadas ¥ tejido vecino con

no infectado con la expresion local de resistencia especifica de

expresion de raza

resistencia sistémica
Figura 4. Expresion de la Resistencia Sistematica.

Fuente: (Camarena-Gutierrez & de la Torre-Almaraz, 2007)
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2.6 Acido Salicilico (AS)

2.6.1 Historia
Muchos de los medicamentos usados actualmente tienen su origen en fuentes naturales;
codeina, morfina, opi&ceos o aspirina, este ultimo derivado sintético del acido salicilico, los cuales
han sido obtenidos de plantas, consideradas como una fébrica, ain por explorar, de compuestos
activos con funcionalidades de interés en innumerables areas (Wildermuth, Dewdney, Wu, &

Ausubel, 2001).

La aspirina ha tenido algunas aplicaciones desde su desarrollo, reduce el riesgo de ataques
cardiacos o cancer, alivia el dolor o la inflamacién o tiene uso profilactico. Sin embargo, mucho
antes del lanzamiento de los salicilatos o derivados del AS, se usaban las plantas identificadas como
fuente de este compuesto mediante conocimiento ancestral. En el siglo 1V a.C. Hipdcrates sugirio
a las mujeres de su época a masticar hojas de sauce para mitigar el dolor del parto, estableciendo
un precedente para posteriores usos terapéuticos en varias regiones del mundo (Vlot, Dempsey, &

Klessig, 2009).

En Estados Unidos el explante mas usado medicinalmente para aliviar el dolor, era la
corteza del sauce, de la cual no se iniciaron investigaciones con ensayos clinicos sino hasta
mediados del siglo XVIII por el reverendo Edward Piedra en Inglaterra (Rivas-San Vicente &
Plasencia, 2011). Posteriormente el cientifico aleman, Johann A. Buchner en 1828, logro aislar y
purificar una sustancia opaca amarillenta a partir del sauce, a la cual denomino salicina. Diez afios
después un quimico italiano, determind la composicion de la salicina como un azdcar y un acido al

gue nombro &cido salicilico (Vlot, Dempsey, & Klessig, 2009).
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2.6.2 Funcionalidad
El papel mas reconocido del AS en las plantas se da como una molécula de sefial en
respuesta a condiciones inadecuadas para su desarrollo y subsistencia (tensiones abidticas, sales,
condiciones oxidativas), como parte de un mecanismo de defensa. Sin embargo, existen muchos

otros objetivos en la produccién de este activo (Chen, Zheng, Huang, Lai, & Fan, 2009).

En algunas plantas termogénicas como voodoo lilies (lengua del diablo), el AS se produce
como un desencadenante natural de calor para activar una respiracion alternativa que permite la
volatilizacién de compuestos con un olor especifico capaz de atraer insectos polinizadores.
Ademas, la aplicacion exdgena de este &cido activa la expresion de genes que intervienen en la

resistencia a patologias vegetales (Catinot, Buchala, Abou-Mansour, & Métraux, 2008).

Interviene en la respuesta de resistencia adquirida sistémica (SAR), donde el atagque
patdgeno en las hojas mas viejas de una planta causa el desarrollo de resistencia en las hojas mas
jévenes, de modo que se activa una sefial bioquimica especifica y localizada. También se determina
que este &cido mejora la longevidad de las flores, inhibe la biosintesis de etileno y la germinacion
de semillas, bloguea la respuesta de la herida, y revierte los efectos del acido abscisico (ABA)

(Davies, 2010).

2.6.3 Biosintesis
Aunque el método de biosintesis del AS adn no esta totalmente definido, algunos estudios
bioquimicos sugieren que la via metabdlica se origina en el amino&cido fenilalanina con benzoato

como precursor inmediato. Mientras que analisis genéticos sugieren que el volumen (> 90%) de
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AS es sintetizado a partir del isocorisoma, aunque, las enzimas especificas influyentes no se han

identificado.

2.6.4 Estudios bioquimicos
Asumen que el AS es biosintetizado a partir de cinnamato mediante la accion de la enzima
fenilalanina amoniaco liasa (PAL), que se activa bajo condiciones de estrés biotico y abidtico. La
sintesis puede conducirse mediante via metabdlica de o-cumarato o de benzoato, a través de una f-
oxidacion y una hidroxilacion del anillo aromatico antes o después del acortamiento de la cadena

de reacciones (Chen, Zheng, Huang, Lai, & Fan, 2009).

2.6.5 Estudios geneticos
En bacterias capaces de producir AS, se ha establecido que el AS se sintetiza a partir de
corismato mediante la catalisis por enzima isochorismato sintasa (ICS). Casualmente algunas
plantas como Arabidopsis presentan genes ICS tanto en forma silvestre como en especimenes
mutados con radiacion UV, confirmando en cierto modo esta via metabdlica ademas de la mayor
produccién de AS identificada luego de someter al material bioldgico a condiciones de estrés (Vlot,

Dempsey, & Klessig, 2009; Chen, Zheng, Huang, Lai, & Fan, 2009).

2.6.6 Modo de accion
Las plantas tienen una capacidad sorprendente para detectar condiciones de estrés del
ambiente, como la infeccion por patdgenos (estrés bidtico), la polucién, y cambios drasticos en la
disponibilidad de luz, temperatura, agua, minerales o nutrientes (estrés abiotico) y desarrollar una
respuesta de defensa. Estas respuestas permiten a la planta no solo sobrevivir al estres, sino también

adquirir un estado prolongado de resistencia o tolerancia a esta condicion. A nivel molecular, las
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respuestas de defensa se caracterizan por la activacion concertada y secuencial de genes que
codifican para proteinas que cumplen un papel en la reaccion de defensa. El acido salicilico,
hormona fenodlica producida en plantas sometidas a estrés, ha sido reconocido como una de las

sefiales claves que gatilla la activacion de genes de defensa (Loreto M. , s.f.)

El &cido salicilico es una importante molécula de sefializacion que interviene tanto en las
respuestas de resistencia a las enfermedades inducidas local como sisteméaticamente. La
conversacion cruzada entre las vias dependientes e independientes del &cido salicilico proporciona
un gran potencial regulador para activar maltiples mecanismos de resistencia en combinaciones
variables (Pieterse & van Loon, 1999).

Tiene sus origenes en el uso de diversos productos de plantas que contienen salicilatos. Hay
varios tipos de salicilinas, alcohol salicilico y metil salicilato en las hojas, corteza y frutos de
muchos arboles y plantas. Sélo en la familia de las salicaceas se encuentran méas de 200 especies,
entre ellas, chopos y sauces que contienen glucosidos, y entre éstos la salicilina (Sandoval &

Lomba, 2007).

2.7 Sauce llorén (Salix babylonica)
Es un arbol caducifolio nativo de Asia, perteneciente a la familia de las Salicaceas, cuyo
tamafio puede superar los 12 m. de altura (se han observado especimenes de hasta 26 m). Tiene
hojas alternas, lanceoladas y de borde aserrado, sus flores de color amarillo palido y naturaleza

dioica, y su tronco recto y grueso, con una copa muy espesa (Barrientos & Moreno, 2008).

Su cultivo puede extenderse en cualquier clase de terreno, aunque prefiere los suelos

humedos. Su multiplicacion es principalmente por esquejes, soporta bien el frio y crece
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vigorosamente con rapidez, requiriendo grandes cantidades de agua. En la tabla a continuacion, se

expresa la clasificacion taxondmica correspondiente (Sanchez & Peralta, 2013).

Figura 5. Salix babylonica
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Tabla 2.
Clasificacion taxonomica del sauce llorén (Salix babylonica)

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Salicaceae
Género: Salix

Especie: Salix babylonica

Los compuestos tipo metabolitos secundarios que la planta produce han sido poco
estudiados, pero se han identificado algunos incluyendo citoquininas, las cuales se conjugan
formando glucésidos y son distribuidas por todas las partes de la planta, influyendo en la division

celular, elongacion meristematica y morfogénesis, y evitando la senescencia (Staden, 1976).

Entre los compuestos principales y mayoritarios del sauce se encuentran el salicilato
(Ruuhola & Julkunen-Tiitto, 2000), éster bencilico natural del acido gentisico 2'-Ocetil-p-D-
glucésido, tricocarpin, salicina, kaempferol-7- O-glucosido, apigenina-7-O-galactésido, luteolina-
4 ' -Oglucosido y un ester de acido tereftalico aislados a partir de las hojas de (Salix babylonica)
(Khatoon, Khabiruddin, & Ansari, 1988). Ademas, se han extraido compuestos flavonoides como

luteolin-7-O-B-D-glucopirandsido, luteolina y crisoeriol (Salem et al., 2011), luteolina-6-C-B-D-
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glucopiranisida (iso-orientina) y dos glucosidos fenolicos; tricocarpina y tremuloidina (Zeid, 2006)

de la misma planta.

Particularmente la salicina de origen natural se conforma por un azlcar y un compuesto
identificado como acido salicilico, el cual ha sido usado terapéuticamente por los humanos, y como
una molécula de sefalizacion enddgena activa en mecanismos de defensa por las plantas,
otorgandoles resistencia contra patdgenos, tolerancia al estrés, ademas de cambios fisioldgicos y

reproductivos (Delaney et al., 1994).

Los compuestos fendlicos se consideran como reguladores de crecimiento, siendo uno de
ellos, el acido salicilico que ha evidenciado capacidades reguladoras especificas, ademas de
participacion en procesos como cierre de estomas, germinacion de semillas, produccion de fruto y

glucolisis (Klessig & Malamy, 1994; Vlot, Dempsey, & Klessig, 2009).

2.8 Indice Plastocronico IP

En estudios de desarrollo morfologico y fisioldgico de plantas completas u érganos de
plantas, frecuentemente los resultados son graficados contra la edad cronoldgica. Puede existir gran
variabilidad entre plantas de la misma edad cronoldgica respecto a su desarrollo fisiolégico.
Ademas, plantas que aparentemente son morfoldgicamente iguales pueden ser de edad cronoldgica
muy diferente. Mucha de esta variabilidad puede ser reducida, si en los experimentos se utilizan
plantas genéticamente uniformes y, ademas, si las condiciones experimentales son estrictamente
controladas. Sin embargo, en la naturaleza no podemos tener ninguna de estas dos condiciones

(Harper, 2001)
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Se deriva un indice que especifica con precision el estado de desarrollo de un brote
vegetativo, con referencia particular al Xanthium. Este IP tiene la formula IP = n + log Ln - log 10
/log Ln - log Ln + 1, donde n es el nimero de serie de la hoja mas larga que una longitud arbitraria
de referencia, 10 mm, y log Ln es el logaritmo de la longitud de la hoja n. IP se muestra linealmente
relacionado con el tiempo durante el crecimiento vegetativo y, por lo tanto, puede utilizarse como
un eje de tiempo sustitutivo en muchos estudios. Se recomienda el uso del IP en estudios de
desarrollo de brotes y del IP de hoja similar (IPL) en estudios de desarrollo foliar (Erickson &

Michelini, 1957)

El IP provee una escala de tiempo morfoldgica que ha demostrado ser méas confiable que la
edad cronoldgica en estudios que relacionan desarrollo morfoldgico y fisiolégico de érganos o de
una planta completa. También, proporciona una herramienta para él calculo de produccion de
diferentes partes de plantas como, por ejemplo, produccion de hojas por tallo; produccion de vainas
por tallo, produccién de rizomas por tallo produccién de raices por tallo etc. (Solana-Arellano,

2001).

2.9 Injertos
Se define como el método artificial de propagacion vegetativa desarrollada en plantas, que
consiste en unir una porcion de tejido procedente de una planta sobre otra ya asentada, produciendo
el conjunto de ambos para el desarrollo de un solo organismo. (Rojas Gonzalez & Garcia Lozano,

2004)

Los injertos son utilizados en la mayoria de casos para propagar vegetales lefiosos de uso

comercial como arboles frutales u ornamentales, donde el objetivo es mejorar circunstancias
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desfavorables para su desarrollo y con esto se aproveche las caracteristicas genéticas del patron
(parte de planta con raiz), o para asegurarse que las caracteristicas productivas de un ejemplar se
mantengan alteradas, frente a la dispersion genética que introduce la reproduccién asexual
vegetativa. En el caso de hibridos de nUmero cromosémico impar, que son estériles por naturaleza,
la propagacion vegetativa es la Unica manera de reproduccion posible. Inusualmente el injerto se
emplea para unir mas de una variedad en un mismo patrén, en la mayoria de casos se obtiene un
unico ejemplar que produce frutos y/o flores de varias caracteristicas. (Rojas Gonzalez & Garcia

Lozano, 2004)

Debido a la incompatibilidad de los tejidos y al no darse una conexion vascular, la practica
de injertos Gnicamente se puede dar entre especies estrechamente relacionadas. Normalmente, el
limite estd dado por la pertenencia a un mismo género, aunque existen excepciones; algunos

géneros de las rutaceas o las cucurbitaceas logran funcionar como portainjerto para especies afines.

En la mayoria de los casos, una de las variedades se selecciona como raiz por su resistencia
y mostrar resistencia a varias enfermedades o ser altamente productiva, y la porcion vegetativa de
la especie elegida como variedad se injerta sobre esta primeramente elegida. En otros casos, una
yema de la variedad se injerta lateralmente en el tronco del patrén, y s6lo después de asegurarse la

fusion exitosa se corta la porcion vegetativa primaria. (Rojas Gonzalez & Garcia Lozano, 2004)

2.9.1 Historia
Se desconoce el origen exacto. La practica de propagar plantas y mejorarlas mediante

injerto surgio en forma independiente en varias partes del mundo. Se puede marcar la evolucion de
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los injertos sefialando las referencias hechas por cientificos, jardineros y figuras publicas (Homer,

1870).

2.9.1.1 El primer injerto
Mediante la simple observacion de la union natural de ramas de arboles que crecieron entre
si, se deduce se origind el primer injerto, para luego las personas replicaron lo indicado. Esto puede
deducirse a términos tempranos como el injerto por aproximacion. Se cree que los chinos injertaban

brotes y ramas que contenian yemas desde el afio 2.000 a.C. (Hoyt, 2016).

2.9.1.2 Griegos y romanos
Avristoteles (384-322 a.C.) escribio: "El injerto de uno sobre otro es mejor en el caso de los
arboles que son similares y tienen las mismas proporciones”. Su estudiante Teofrastro escribio
"Historia de las plantas" y "Sobre las causas de las plantas”. Observo que era posible propagar
plantas mediante esquejes que no tenian raices. En Romanos 11:16-21, el apostol Pablo habla sobre

injertar olivos "buenos™ sobre olivos "silvestres™ (Hoyt, 2016).

Los romanos del primer siglo usaban injertos de pla, colocando los tallos en una grieta de
la madera. Al trabajar con rosales y frutales, descubrieron que el portainjerto influencia en el vigor
y el tamafio de la planta. Los injertos y las yemas eran atados con ramas flexibles o corteza,
incluyendo la del sauce. Sellaban los injertos con caliza mezclada con estiércol de ganado o arcilla,
luego fue reemplazado por cera de abeja, utilizada actualmente por algunos jardineros gracias a sus

propiedades antimicrobianas (Hoyt, 2016).
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2.9.1.3 Renacimiento
Mediante la practica de injertos, marineros y exploradores europeos que llevaron plantas de
distintas variedades, durante los siglos XV y XVI, lograron mantener y multiplicar las mismas, sin

aun conocer acerca del funcionamiento de los meristemas (Hoyt, 2016).

En su tratado botanico de 1660, "Historia de la propagacion y mejoramiento de vegetales
por la concurrencia de arte y naturaleza”, el naturalista inglés Walter Sharrock describe lo que hasta
ahora se mantiene del injerto: "Los arboles de buena produccién estan hechos de vastagos de
arboles fructiferos... los vastagos se deben elegir de los tallos mas fuertes y sanos, no de tallos bajos
0 chupones, que tardardn mucho en producir frutos, lo cual es opuesto al objetivo del injerto” (Hoyt,

2016).

2.9.1.4 Injerto en la llustracion
Para el siglo XVIII, los ingleses injertaban peras y manzanas. Thomas Jefferson menciond
el injerto en 1767 en un diario de jardineria que mantenia en su residencia en Monticello, indicando

haber "inoculado yemas de cerezas comunes en portainjertos de mayor tamafio” (Hoyt, 2016).

2.9.1.5 Injertos en el siglo X1X
Mas de 100 técnicas de injerto eran descritas en la literatura, incluyendo muchas que se
utilizan ampliamente en la actualidad. En su libro de 1821, "Monographic des Greffes", el botanico

francés André Thouin describe 1 119 tipos de injertos (Hoyt, 2016).

2.9.1.6 Injertos modernos
Para la década de 1920, ya era muy comun el injerto de sandia en portainjertos de

calabacinos. Injerto de tomates, pimientos, pepinos, berenjenas y varios tipos de melones se volvio



34
popular en paises del Mediterraneo y de Asia, con el afan de evitar enfermedades del suelo al cual

el calabacin era resistente (Hoyt, 2016).

En Ameérica del Norte usan mas de 40 millones de plantulas injertadas de tomate por afio.

2.9.2 Importancia de los injertos

Muchos autores describen la importancia de la practica de los injertos al basarse en:

* Asegurar calidad, sabor y productividad.

* Resistencia a enfermedades de las plantas, por ejemplo, injertar sobre naranjo amargo

(Citrus aurantium), garantiza proteger a nuestras plantas del virus de la tristeza (CTV).

* Resistencia a condiciones adversas del suelo, al injertar sobre mandarino cleopatra, brinda

resistencia a la clorosis férrica y a la salinidad, y una resistencia media a la sequia.

« Una pronta iniciacion productiva, pues en algunas especies se logra reducir hasta el 50%

el tiempo de espera hasta produccion.

* Lograr un marco de plantacion mas extenso, al injertar yemas de naranja variedad
Valencia en patrones de Trifoliata flying dragon, se obtienen plantas mas pequefias, pero

de igual productividad, incrementando la poblacion de las mismas.

* Producir la variedad mas rentable de acuerdo a la zona y mercado establecido. En fin, lo
que se busca encontrar con la practica de injerto es reunir el mayor nimero posible de
ventajas competitivas frente al variable mercado al que nos enfrentamos actualmente,
ademas de la aparicién de nuevas plagas y enfermedades que ocasionan dafios en las

plantas.
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2.9.3 Tipos de injertos

2.9.3.1 Por aproximacién

Consiste en la soldadura o unién de 2 ramas.

1. Serealiza a partir de dos plantas enteras.

2. Tienen que estar plantadas, contenidas en una maceta, o bien, una cerca de la otra

independientemente de la situacion.

3. Se realiza un corte profundo, similar y a la misma altura en cada una de las ramas

seleccionadas, quitando centimetros de corteza con un poco de madera.

4. Se unen las partes encajando perfectamente. Se requiere que el cambium de las dos plantas

quede en completo contacto, sino se espera un seguro fracaso del injerto.

5. Se cubre la union con cinta para injertar, haciendo presion para evitar el ingreso de agua o

aire que dafara el injerto.

6. Se corta la parte vegetativa de la planta que esta por encima del injerto, conservando la de

nuestro interés y aprovechandonos de la raiz del portainjerto.

7. Serecomienda dejar una rama alterna en caso de no lograr la practica realizada poder contar

con otra similar para realizar nuevamente el injerto.

El injerto por aproximacion se emplea en los arboles que son dificiles de injertar por otro tipo.

(Rojas Gonzélez & Garcia Lozano, 2004)
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2.9.3.2 De hendidura
Se requiere un porta-injerto (tallo) parecido al diametro del injerto a introducir,
favoreciendo asi el contacto entre estos. Se requiere que la parte vegetativa a injertarse contenga
dos 0 mas yemas. Al final se ejerce presion con la cinta de injerto para evitar el ingreso de agua o

aire que podrian dafiar el prendimiento.

Existen varios métodos para realizar injertos de hendidura:

o De hendidura inglés

e Decorona
e De puente
o Desilleta

e De hendidura simple

o De incrustacion

1. El portainjerto debe ser cortado en forma de cufia por la mitad desde la parte superior hacia
abajo. Para esto se utiliza una navaja con buen filo que no dafie en mayor proporcion el

tejido vegetal.

2. Se selecciona varetas que contengan yemas no tan maduras ni muy jovenes. Se corta la

yema y realiza una cufia en la punta que sera incrustada en el portainjerto.

3. Se introduce la yema en el portainjerto y se aprieta con cinta para injertar ejerciendo cierta

presion para evitar el ingreso de agua o aire. (Rojas Gonzalez & Garcia Lozano, 2004)
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2.9.3.3 De yema

Los mas utilizados son:

o Parche

e Anillo

e Micro-injerto

e InjertoenT

También denominado injerto de escudete o injerto inglés, en el cual se usa un trozo de
corteza del injerto que se introduce bajo la corteza del tronco del patron. La parte vegetativa a
introducirse debe provenir de ramas jovenes, productivas y de buen vigor. Cuando brotan las yemas
injertadas, se corta la parte superior del portainjerto para permitirles ser las ramas dominantes.

(Rojas Gonzélez & Garcia Lozano, 2004)

2.9.4 Afinidad /compatibilidad

2.9.4.1 Métodos tradicionales en el estudio de la compatibilidad patrén-variedad

Se evallan anomalias vegetativas en los arboles y en las hojas, asi como las roturas
producidas en los arboles sometidos al forzado mecanico mediante inclinacion de los arboles en
sentido contrario a las soldaduras de los injertos. Las observaciones relativas a la estructura interna
de las uniones se hacen sobre la superficie interior tras un corte longitudinal de las mismas.
Posteriormente se clasifican segun el grado de perfeccién de su estructura interna, en cinco
categorias denominadas A, B, C, D y E que abarcan desde uniones perfectas (A): la linea de union

entre patron y variedad es imperceptible o ligeramente perceptible por distinta coloracion de las
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maderas) hasta uniones que rompen al forzarlas o con un elevado grado de discontinuidad en la

madera (E) (Herrero, 1951).

2.9.4.2 Aplicacion de técnicas histoldgicas para el conocimiento del desarrollo del injerto

Estudios han puesto de manifiesto que, mientras que no se observan diferencias en el
desarrollo externo de la unidn, si se observan diferencias en las primeras semanas de desarrollo,
cuando el callo inicial diferencia hacia conexiones vasculares. EI comportamiento de estas células
determina la futura respuesta de injerto, puesto que una falta de diferenciacion afecta al desarrollo
de nuevo xilema y floema, causando discontinuidades en la union. El contenido y naturaleza de las
células implicadas en las primeras etapas de formacion pueden jugar un papel muy importante en
el desarrollo de las respuestas que llevan a la formacion de uniones fuertes y satisfactorias.

(Herrero, 1951)

2.9.4.3 Procesos bioquimicos asociados a la compatibilidad de injerto

Los compuestos fendlicos han sido analizados por muchos investigadores debido a la
amplia variedad de funciones que poseen. Entre ellas cabe citar su implicacion en los procesos de
incompatibilidad de injerto; fundamentalmente por su participacion en la ruta de sintesis de la
lignina, cuya alteracion podria provocar acumulaciones que afectarian negativamente al desarrollo
de conexiones normalmente lignificadas. La relacion existente entre las acumulaciones de algunos
de estos compuestos con los problemas de incompatibilidad que presentan distintas combinaciones
ha sido también estudiada en arboles frutales, determinandose que estas diferencias en el contenido
fenolico de combinaciones de injerto pueden resultar en disfunciones metabdlicas entre las células
pertenecientes tanto al patron como a la variedad. Recientes estudios realizados en el CITA sobre

las respuestas iniciales de incompatibilidad han abierto una nueva via de investigacion al
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determinar, mediante la aplicacion de técnicas de biologia celular y molecular, un aumento en la
expresion de una enzima, la fenilalanina amonio liasa (PAL) implicada en la ruta fenilpropanoide
en uniones incompatibles, que refleja una falta de adaptacion entre las dos partes que forman la

union (Pina A, 2007).

2.10 Citricos

Tuvieron origen hace unos 20 millones de afos en el sudeste asiatico. Desde entonces hasta
ahora han sufrido numerosas modificaciones debidas a la seleccidn natural y a hibridaciones tanto
naturales como producidas por el hombre. EI mayor consumo se da fresco, para la elaboracion
casera de zumos y refrescos y como condimento para diversidad de platos. En los Gltimos tiempos
se ha incrementado el uso industrial para la obtencidon de zumos naturales y concentrados, aceite
esencial, pulpas, pectinas, flavonoides, piensos y otros. Ultimamente se ha desarrollado la
produccion de &cido citrico natural con destino a la elaboracion de conservas naturales. Los precios
son similares entre las especies, al igual que los rendimientos, aunque resultan algo superiores en
mandarina y limén por tener un mercado selectivo, aunque las caracteristicas de comercializacion

y consumo del limoén divergen del resto, al ser éste un condimento y no un postre (Infoagro, 2017).

Debido a la ubicacién geografica del Ecuador, se cuenta con las condiciones climaticas y
ambientales necesarias para la produccién de citricos, en sus diferentes regiones y provincias:
Machala, Santo Domingo, Santa Elena, Cerecita, entre otros. Las exportaciones benefician a
pequefios productores y trabajadores que laboran en las empresas privadas certificadas de comercio
justo y organico. Asi mismo, las exportaciones generan un alto componente cultural al trabajar con

productores de zonas rurales. El principal pais para exportacién es EE UU alcanzando una
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participacion del 55% debido al no pago de arancel. Las Mipymes constituyen el 75% de

exportacion del limén (PROECUADOR, 2017).

2.10.1 Limon
Arbol de hoja perenne y espinoso de la familia de las rutaceas. Se desarrolla con éxito en

los climas templados y tropicales, cultivandose a nivel mundial.

2.10.2 Estacionalidad

Presentes en el mercado mundial durante todo el afio.

2.10.3 Porcion comestible

64 gramos por cada 100 gramos de producto fresco.

2.10.4 Fuente de nutrientes y sustancias no nutritivas

Potasio, vitamina C, acidos organicos y flavonoides.

2.10.5 Valoracion nutricional

Los componentes mas interesantes del limén son los fitonutrientes. Los limonoides,
compuestos que se encuentran localizados en la corteza, y que parecen contribuir a la prevencion
frente a algunos tipos de cancer. Tanto la capa blanca que se encuentra debajo de la corteza como
la pulpa, presentan flavonoides (citroflavonoides), a los que se han atribuido propiedades

antiinflamatorias (EFSA, 2010).
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2.10.6 Composicion Nutricional del limon

Energia (Kcal) M 3l 3,000 2.300
Proteinas (g) 0.7 0.5 54 41
Lipidos fotales (g) 04 03 100-117 1789
AG saturados (g) - - 23-27 18-20
AG monolnsaturados () - - 67 51
AG polinsaturados (g) - - 17 13
w3 (g)° - - 3366 265,
C18:2 Linoleico (w-6) (Q) - - 10 8
Colesterol (mg/1000 keal) 0 0 <300 <230
Hidratos de carbono (g) 9 6,3 375-413 288-316
Fibra (g) I 07 >35 25
Agua (g) 889 62,6 2.500 2.000
Calcio (mg) 12 8.4 1.000 1.000
Hierro (mg) 04 03 10 18
Yodo (ug) 3 2] 140 110
Magnesio (mg) 18 12.7 350 330
Zinc (mg) 012 0.1 15 15
Sodio (mg) 3 2] <2000 <2.000
Potasio (mg) 149 105 3.500 3.500
Fosforo (mg) 16 1.3 700 700
Selenio (ug) I 07 10 55
Tiamina (mg) 0,05 0,04 1,2 09
Riboflavina (mg) 0,03 0,02 1.8 1.4
Equivalentes niacina (mg) 017 0,1 20 15
Vitamina B, (mg) on 0,08 1.8 1.6
Folatos (ug) 7 49 400 400
Vitamina B,, (ug) 0 0 2 2
Vitamina C (mg) 0 352 60 60
Vitamina A: Eq. Refinol (pg) 23 1.6 1.000 800
Vitamina D (ug) 0 0 15 15
Vitamina E (mg) 0.5 04 12 12

Figura 6. Composicion Nutricional Limén. Fuente: (EFSA, 2010)
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CAPITULO 111

METODOLOGIA

3.1. Ubicacion politica y geogréafica de la investigacion
La presente investigacion se realizé en el Centro Experimental Alonso Tadeo, ubicado en
la parroquia La Concepcion, canton Mira, provincia del Carchi, al norte de Ecuador. Se localiza en
las siguientes coordenadas geogréficas: 00°36°3.0"" latitud norte, 77°07°51.0"" longitud Oeste; a
una altitud de 1 436 m.s.n.m, donde prevalecen temperaturas promedio de 23°C y 450 mm de

precipitacion anual.

3.2. Factores de estudio
Los factores de estudio presentados en la investigacion son: los métodos de extraccion de
compuestos de sauce lloron (Salix babylonica) sean éstos por arrastre de vapor o maceracion, el
area de la planta como son hojas o tallos de donde se realiza la extraccion, y finalmente la forma
de aplicacion de dichos compuestos en la planta injerta, siendo a manera foliar/caulinar o drench.

Para la comprensidn se ha disefiado los siguientes cuadros de factores de estudio:

Tabla 3.
Factor 1. Métodos de extraccion
Factor Cddigo Descripcion
1 M1 Avrrastre de vapor

2 M2 Maceracion



Tabla 4.

Factor 2. Partes de la planta para extraccion

n.°
1

2

Tabla 5.

Factor 3. Forma de aplicacion

no

1

2

Codigo
P1

P2

Cadigo
F1

F2
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Descripcion
Hojas

Tallos

Descripcion
Drench

Foliar/caulinar

Los tratamientos son el resultado de las interacciones encontradas entre factores de estudio,

resultando asi:

Tabla 6.
Tratamientos en estudio

NUmero
tratamiento

1

Cddigo

M1P1F1
M1P1F2
M1P2F1
M1P2F2
M2P1F1
M2P1F2
M2P2F1

M2P2F2

Descripcion

Arrastre de vapor de hojas y aplicacion drench
Aurrastre de vapor de hojas y aplicacion foliar
Arrastre de vapor de tallos y aplicacién drench
Aurrastre de vapor de tallos y aplicacién foliar
Maceracion de hojas y aplicacion drench
Maceracion de hojas y aplicacion foliar
Maceracion de tallos y aplicacion drench

Maceracion de tallos y aplicacion foliar

CONTINUA
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9 Quimico (Acido Utilizado en experimento (Silimaster)
salicilico)
10 Testigo Ninguln tratamiento

3.3. Descripcidén del experimento
En total fueron 10 tratamientos incluido el testigo, con 4 repeticiones cada uno, teniendo al
final 40 unidades experimentales. Cada unidad experimental const6 de 6 plantas de citricos recién
injertadas, evaluando asi 240 plantas, en un disefio completo al azar (DCA), con un arreglo factorial
axbxc+2n(2x2x2+2). Las plantas permanecieron en vivero al 65% de sombra con saran,

durante la evaluacion.

Tabla 7.

Descripcion del experimento.
Tratamientos 10
Repeticiones: 4
Avrea del Experimento: 79.75 m?

Descripcion de la unidad experimental

NUmero de plantas en la parcela total: 240 plantas

Ndmero de plantas en la parcela neta: 24 plantas
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Tabla 8.
Distribucién de tratamientos del experimento en vivero.
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Para la extraccion de los compuestos se usaron dos métodos. Primero por maceracion,
donde se colocd las hojas y tallos del sauce (Salix babylonica) en frascos por separado, con alcohol
potable a 96°GL como disolvente, a temperatura ambiente, durante una semana con agitacion

esporadica, se filtro y obtuvo el extracto.

El otro método fue la destilacion por arrastre con vapor de agua, donde éste arrastrd los
componentes volatiles de los tallos y hojas del sauce (Salix babylonica), y finalmente mediante la
aplicacion de frio se condensd y acumul6. Los procesos antes mencionados se realizaron en los
laboratorios de quimica de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi, supervisados por un

laboratorista especializado.
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Se aplicd una dosis de 5 mL de extracto por planta, previo a una prueba en campo donde se

evalud al 3, 5y 7% respectivamente, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 9.

Prueba en campo que determina dosis adecuada para investigacion
Porcentaje de dosis extractos 3 5 7
Numero de plantas evaluadas 30 30 30
Numero de injertos exitosos 20 27 27

Productor de SiliMaster, usado en la investigacion como tratamiento quimico, también
recomienda el uso de dosis al 5%, por lo que se aplicd la cantidad antes mencionada en la

investigacion.

Se mezclaron 120 mL de extracto en 1 000 mL de agua para la aplicaciéon foliar (asperjadas
a 24 plantas/tratamiento) y 120 mL de extracto en 1 800 mL de agua para aplicacién drench (75
mL/planta), para cada tratamiento. La misma dosificacién fue usada para el tratamiento quimico,

de acuerdo a la forma de aplicacion, sin usar ninguno de los antes mencionados en testigo.

3.4. Analisis estadistico

Las herramientas estadisticas utilizadas para el procesamiento de datos fueron: analisis de
varianza (ANOVA), prueba de Tukey con nivel de significancia al 5%, célculo de la media y
coeficiente de variacion (CV). El software utilizado para efectuar el anélisis estadistico fue el

INFOSTAT version libre.
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Tabla 10.

Esquema del analisis de varianza
Fuente de Variacién gl
Total 39
(Tratamientos) 9
Métodos de extraccion 1
Parte de la planta 1
Forma de aplicacion 1
Métodos de extraccién x Parte de la planta 1
Métodos de extraccion x Forma de aplicacion 1
Area de la planta x Forma de aplicacion 1
Métodos de extraccién x Parte de la planta x Forma de aplicacion 1
Tratamientos adicionales 1
Factorial vs. Tratamientos adicionales 1
Error Experimental 30

3.5. Variables Medidas

a) Estrés de tipo bidtico y abidtico. —

Se contabilizara el nimero de plantas que presenten sintomas de estrés bidtico ocasionado
por dafio del minador de hoja (Phyllocnistis citrella), visualmente, de manera semanal durante un
mes (4 evaluaciones). En cada evaluacién se elegiran 4 plantas por cada tratamiento y cada
repeticion. No se realizara evaluacion de estrés abiético debido a que el experimento se desarrollara

en un vivero donde se logra el control parcial de la temperatura y total de la humedad.
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b) Prendimiento de injertos. - Se contabilizara de manera visual el numero de injertos

d)

exitosos y no, al momento de retirar la cinta de injerto por Unica ocasion, a los 30 dias
después de la practica de injerto.

Tiempo de aclimatacion. - Mediante la evaluacion de indice de area foliar se establecera
el tratamiento que alcance el mayor desarrollo en el menor tiempo hasta alcanzar plantas
listas para aclimatacion fuera del vivero. En cada evaluacion se elegiran 4 plantas por cada
tratamiento y cada repeticion. En total seran 3 evaluaciones, con lapso de 30 dias entre cada

una. La formula utilizada fue:

YR < (Area FoIz'ar) (Densidad Poblacién)
Area Sembrada

Se multiplica el largo por el ancho y por el factor 0.75, se promedia los resultados y se

divide para el area calculada donde esté ubicada cada planta.

Porcentaje de crecimiento y desarrollo. - Se evaluaré el crecimiento y desarrollo de las
plantas de citricos injertadas, caracterizando al mejor tratamiento mediante el Indice
Plastocronico (IP). En cada evaluacion se elegiran 4 plantas por cada tratamiento y cada
repeticion. En total seran 3 evaluaciones, con lapso de 30 dias entre cada una. La formula

utilizada es:

[P=n+Log In—Log 10

Log Ln—Log In 1

Donde:

I.P = Indice Plastocrénico
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n = NUmero de serie de la hoja (de la hoja mas cercana que excede la longitud e de la hoja
critica)
log 10 = Longitud de la hoja critica
In = Longitud de la hoja mas cercana que excede el valor de la hoja n

In I = Longitud de la hoja ligeramente menor a un centimetro
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
a) Estrés de tipo bidtico y abidtico. -
La siguiente tabla muestra el dafio ocasionado por el minador de la hoja (Phyllocnistis

citrella), durante 4 evaluaciones comprendidas en 30 dias.

Tabla 11.

Analisis de varianza para dafio por minador de hoja
F.V. SC o] CM F p-valor Significancia
Modelo 20,10 9 2,23 1,09 0,3992 ns
Tratamientos 20,10 9 2,23 1,09 0,3992 ns
Error 61,50 30 2,05
Total 81,60 39

ns: no significativo

En latabla 11 se muestra p > 0.05 con lo que se demuestra que no existe significancia en la
prueba, y se rechaza la hip6tesis alterna.

Ninguno de los tratamientos mostr6 diferencias estadisticamente significativas en lo que
respecta a dafio por minador de hoja. Segun Ballaré (2011) de acuerdo con la naturaleza antagonica
entre el &cido salicilico (AS) y el &cido jasmonico (AJ), se ha reportado la disminucién de la
resistencia a insectos herbivoros en plantas tratadas con AS o infectadas con patogenos inductores
del AS. Es decir, que esta interaccién explicaria la incapacidad de una planta de defenderse al

mismo tiempo y con igual efectividad tanto de patégenos como de plagas.

Urbaneja, Catalan, Tena, & Jacas (2018), del Instituto Valenciano de Investigaciones

Agrarias (ivia), mencionan que el minador de la hoja genera mayor dafio en brotes nuevos,
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indicando que puede tener mayor incidencia en viveros, nuevas plantaciones e injertos, donde traza
una galeria sinuosa al mismo tiempo alimentandose de la hoja entre el paréngquima y la cuticula,
aprovechando la superficie foliar en lo que va del crecimiento de la misma. El minador posee gran
fecundidad al alcanzar 70 huevos/hembra a 25°C, unido a la velocidad de crecimiento 11 dias/32°C,
convirtiéndose en una plaga de alto potencial biotico.

En la ilustracion se muestra los dafios producidos por el minador de la hoja (Phyllocnistis

citrella) en plantas en vivero y naranja de 6 afios de edad.

Figura 7. Formacion de galerias por minador de la hoja.
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Figura 9. Desarrollo de cdmara pupal por minador de hoja

Las plantas mayormente afectadas son aquellas que reciben riego localizado, donde el

periodo de brotacion es méas extenso, provocando una disminucion en el crecimiento e incluso el
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dafo de pequefios frutos recién cuajados, ademas del descenso de la actividad fotosintética que se
traduce en la pérdida de vigor y posterior productividad.

Rangel, Castro, Beltran, Reyes de la Cruz, & Garcia (2010), también mencionan que plantas
mutantes que habian sido afectadas en la acumulacion de AS mostraron un aumento en la
susceptibilidad ante el ataque de patdgenos biotrofos o hemibidtrofos. Esto nos indica que el AS
no genera efectos de resistencia ante el ataque del minador de la hoja, y al ser una plaga facilmente
reproductible, se afectaron la mayoria de plantas expuestas a la presente investigacion.

b) Prendimiento de injertos. -
En la siguiente ilustracion se observa los resultados mostrados en barras del porcentaje de

injertos exitosos por cada tratamiento.

Prendimiento injertos
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Figura 10. Porcentaje de prendimiento de injertos. T1 Arrastre de vapor de hojas y aplicacion drench. T2

Arrastre de vapor de hojas y aplicacion foliar. T3 Arrastre de vapor de tallos y aplicacion drench. T4 Arrastre de
vapor de tallos y aplicacion foliar. T5 Maceracion de hojas y aplicacion drench. T6 Maceracién de hojas y aplicacién
foliar. T7 Maceracién de tallos y aplicacion drench. T8 Maceracién de tallos y aplicacion foliar. T9 Quimico

Silimaster. T10 Ningln tratamiento.
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T1 extracto por arrastre de vapor de tallos y aplicacion al drench (M1P1F1) muestra un
prendimiento del 100%, en relacion al T10 con una aproximacion al 80%, significando una ventaja
competitiva ante los demas ya que generalmente se acepta un 10% de no prendimiento en la
practica de injertos en vivero.

El AS forma parte del grupo de los fenolicos, quienes poseen en su estructura quimica un
grupo hidroxilo unido a un anillo aromatico. Estos participan en diversas funciones metabélicas en
plantas, como la sintesis de lignina que viene siendo el segundo elemento importante de la
composicion vegetal al ser el constituyente intercelular incrustante de las células fibrosas, ademas
la actividad alelopatica y la biosintesis de fitoalexinas relacionadas a la defensa natural de la planta
(Rangel, Castro, Beltran, Reyes de la Cruz, & Garcia, 2010)

Segun Durner, Shah, & Klessig (1997) la inhibicion de la catalasa podria conducir a un
incremento en la concentracion del perdxido de hidrogeno (H202) o de otras especies reactivas de
oxigeno derivadas de esta molécula. EI H202 podria tener una actividad antibidtica en contra de
patdgenos, y sus intermediarios podrian en la cascada de sefializacion para la expresion de genes
de defensa.

Contreras, Cajaledn, Palomares, Amaro, & del Solar (2014), mencionan que las plantas
responden con una cascada de sefializaciones dependientes del acido salicilico que conducen a la
expresion sistemica de resistencia de amplio espectro y a una resistencia duradera que es eficaz
contra hongos, bacterias e infecciones virales.

La aspirina, proveniente del AS, aumenta la vida en florero de flores cortadas,
probablemente por la combinacion en inhibir la biosintesis de etileno y celulosa en los tejidos,
presentando un modo de retraso en la marchitez o senescencia (Ferrarese, Moretto, & Casadoro,

1996). Con lo anterior podemos inducir que la presencia de AS permitid que las varetas no sufran
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deshidratacion temprana y logren el acople a nivel celular con la planta madre o bien llamada
patron.

Chen, Chao, & Singh (1996), reportan la modificacion del balance redox celular, donde la
aplicacion de AS o H202, induce la expresion de glutacion-S-transferasa, que son una familia de
enzimas involucradas en la destoxificacion de xenobioticos ademas de la proteccion contra dafios
oxidativos. Traducido a la investigacion, inferimos en que las plantas han podido sobrellevar la
oxidacion que pudiera ocurrir por el corte al momento de realizar la préctica de injerto, logrando

asi obtener un mayor porcentaje de injertos exitosos.

Fernandez (2016), demuestra que el NH4+ actiia como inductor de resistencia frente a estres
salino en citricos, resultando en la acumulacién de ABA, poliaminas (PAs), H202 (comparado
como AS por Chen, Chao, & Singh, 1996) y prolina, mismos que reducen los sintomas de la
enfermedad producida por Pst (Pseudomonas syringae pv. tomato), siendo clave para la induccién
de aclimatacion sistémica adquirida (SAA) generando resistencia de las plantas de tomate frente a
Pst.

Loreto, M., (s.f.), menciona que el AS es una hormona fendlica que se produce en plantas
en condiciones de estrés, que codifican para enzimas con funciones antioxidantes y destoxificantes
(glutaredoxinas, glutation S-transferasas y UDP-glicosil transferasas), modulando el estrés
oxidativo y la prevencion en la proliferacion de patogenos.

Con lo anteriormente citado, se deduce que la aplicacion del extracto de tallos mediante
arrastre de vapor y aplicacion drench, mejoro el exito de los injertos al no permitir un dafio por
enfermedades fungosas, gracias a la presencia del peroxido de hidrégeno y sefializaciones

dependientes del AS.
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Tabla 12. ) )

Analisis de varianza para Indice de Area Foliar
F.V. SC ol CM F p-valor Significancia
Modelo 0,08 9 0,01 13,30 0,0001 **
Tratamientos 0,08 9 0,01 13,30 0,0001 **
Error 0,01 20 6,9E-04
Total 0,10 29

**Altamente significativo

En la tabla 12 se muestra p < 0.05 con lo que se demuestra que si existe significancia en la

prueba.

A los 30 y 60 ddi se determina que el T5 obtiene el mayor indice de Area Foliar (IAF) con

0.17 y 0.20 de media respectivamente. A los 90 ddi se observa que T4 y T5 alcanzan los mejores

resultados con 0.33 y 0.34 respectivamente, en contraste con el testigo que indica un IAF de 0.16,

mostrando que han tenido un mayor desarrollo de follaje.

Tabla 13.

indice de Area Foliar por tratamientos evaluados

TRATAMIENTOS 30 ddi 60 ddi 90 ddi
T1 M1P1F1 0.07 bc 014 bc 0.26 abc
T2 M1P1F2 009 bc 015 bec 0.29 ab
T3 M1P2F1 0.09 bc 021 bc 0.30 ab
T4 M1P2F2 0.13ab 0.21 ab 0.33 a
T5 M2P1F1 0.17a 0.20 a 0.34 a
T6 M2P1F2 0.07 bc 012 bec 020 «cd
T7 M2P2F1 0.12ab 0.18 ab 0.29 ab

CONTINUA
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T8 M2P2F2 0.10 bec 0.17 bec 0.28 ab
T9 Quimico 0.08 bc 0.18 bec 024 bc
T10 Testigo 005 ¢ 0.12 c 0.16 d

(ddi) dias después del injerto. T1 Arrastre de vapor de hojas y aplicacion drench. T2 Arrastre de vapor de hojas y
aplicacion foliar. T3 Arrastre de vapor de tallos y aplicacion drench. T4 Arrastre de vapor de tallos y aplicacion foliar.
T5 Maceracion de hojas y aplicacion drench. T6 Maceracion de hojas y aplicacion foliar. T7 Maceracion de tallos y

aplicacion drench. T8 Maceracién de tallos y aplicacion foliar. T9 Quimico Silimaster. T10 Ningun tratamiento.

Segun Tucuch, Alcantar, & Larqué (2005), aspersiones de concentraciones 1 UM de acido
salicilico al dosel de plantulas de trigo incrementan significativamente el peso fresco de la raiz,
altura de la planta y la biomasa fresca total. También existe una tendencia a estimular la elongacion
de la raiz hasta 21% en promedio. Sefialan ademas que en solo 10 dias después de la aplicacién del
tratamiento se encontraron estas respuestas, lo cual da idea de que el regulador actua casi de forma
inmediata, para favorecer los estimulos correspondientes que se traducen en las diferencias
reportadas.

San Miguel, Gutiérrez, & Larqué-Saavedra (2003) resuelven que los efectos del AS también
se expresan en un aumento en la produccion de biomasa en soya y pino. Salisbury & Ross (1994),
concuerdan en que los cambios en crecimiento encontrados se deben a que el AS fomenta la
produccién de acido indolacético y de acido naftalenacético, reportados como los principales
reguladores de crecimiento vegetal.

Segun Gonzalez, Lopez, & Franco (2003), concentraciones de 5.0 mg/L de AS aplicadas
al cultivo de arroz, generan diferencias estadisticamente significativas en crecimiento radicular y
biomasa, ademas aplicaciones de 1.5 y 3.0 mg/L generan mayor vigor a la planta. Resaltando con

el experimento es notable el desarrollo general de la planta injertada en relacién al testigo absoluto.
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Es importante destacar el favorecido desarrollo de tallos que promueve la aplicacion de AS
en plantas de crisantemo como reportan Villanueva, Alcantar, Sanchez, Soria, & Larque (2009),

mostrado en la siguiente ilustracion:

-
L]

=

Diametro del tallo (mm)

Testigo As 10° AS 10° AS 101 DMSO 104

Figura 11. Efecto del AS y DMSO en el diametro del tallo.

Nota: En plantas de crisantemo var. Polaris White a los 113 dias después del trasplante. Letras
1dénticas son iguales a una P<0.05. Fuente: Villanueva, Alcantar, Sanchez, Soria, & Larque (2009).

d) Porcentaje de crecimiento y desarrollo. -
En evaluaciones a los 30 y 60 ddi no existe diferencia estadisticamente significativa, a los
90 ddi muestra a T1 con 13.71, caracterizandolo como el mejor tratamiento, seguido por T2 con
11.14y T8 con 10.60, en relacion al testigo absoluto con 9.09 de media respectivamente. Se realizd

la prueba de significancia con Tukey al 5%, mostrando lo siguiente:
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Tabla 14. )

Analisis de varianza para Indice Plastocronico IP
F.V. SC ol CM F p-valor Significancia
Modelo 77,87 9 8,65 4,91 0,0004 L
Tratamientos 77,87 9 8,65 4,91 0,0004 fal
Error 52,84 30 1,76
Total 130,71 39

**Altamente significativo

En la tabla 14 se muestra p < 0.05 demostrando que si existe significancia en la prueba.

Tabla 15.

indice Plastocronico y prueba Tukey en primera, segunda y tercera evaluacion

TRATAMIENTOS 30 ddi 60 ddi 90 ddi
T1 M1P1F1 5.67 a 8.75a 13.71 a
T2 M1P1F2 4.66 a 6.95a 11.14ab
T3 M1P2F1 522a 7.95a 959 b
T4 M1P2F2 5.76 a 7.32a 956 b
T5 M2P1F1 4.34 a 6.96 a 922 b
T6 M2P1F2 540a 759 a 951 b
T7 M2P2F1 5.68 a 8.04a 858 b
T8 M2P2F2 6.35a 8.48a 10.60ab
T9 Quimico 5.03 a 8.24 a 9.76 b
T10 Testigo 448 a 7.73 a 9.09 b

(ddi) dias después del injerto. T1 Arrastre de vapor de hojas y aplicacién drench. T2 Arrastre de vapor de hojas y

aplicacion foliar. T3 Arrastre de vapor de tallos y aplicacion drench. T4 Arrastre de vapor de tallos y aplicacién foliar.

T5 Maceracién de hojas y aplicacion drench. T6 Maceracion de hojas y aplicacion foliar. T7 Maceracion de tallos y

aplicacion drench. T8 Maceracién de tallos y aplicacion foliar. T9 Quimico Silimaster. T10 Ningun tratamiento.
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Tucuch, Alcantar, & Larqué (2005), se basan en la hipotesis que el AS incrementa el
crecimiento radical de las plantas, lo cual favorece la absorcion de nutrientes, agua, etc., lo que

permite un mayor desarrollo de la planta.

Larqué, Martin, Nexticapan, Vergara, & Gutiérrez (2010), sefialan que el AS incrementa
significativamente la altura, el &rea foliar, el peso fresco y seco del véstago, asi como la longitud,
el perimetro y el area de la raiz del tomate rifion (Lycopersicum esculentum). El tratamiento de 1
uM de AS, incremento la longitud de la raiz 43%, 14.8% el tamafio del tallo y 38.6% el area foliar
en comparacion con el control. Todo debido a un incremento significativo de tamafio y calidad de

la raiz, logrando un aprovechamiento potencial de nutrientes y agua.

Tucuch, Alcantar, & Larqué (2015) en evaluaciones realizadas en plantulas de trigo
pudieron encontrar diferencias estadisticamente significativas al aplicar 1 uM de AS superando en
18.4% el crecimiento y desarrollo con relacién al testigo. Asi mismo se encontraron mejoras en la

produccion de Biomasa Fresca Total superando al control con 19.3%.

Anchondo-Aguilar, y otros (2011) evaluaron bioproductividad mediante diferentes dosis de
AS asperjadas al cultivo de fresa (Fragaria ananassa) cv Aromosa, donde encontraron resultados
positivos en altura de planta, nimero de hojas, frutos y flores. En promedio se formaron hasta 4
hojas mas por efectos de AS, relacionado con los datos de Martin-Mex, Villanueva-Couoh,
Herrera-Campos, & Larqueé-Saavedra (2005) que reportan un incremento del nimero de hojas en
violeta africana a dosis de 0.0001 puM. La aplicacion de 1 uM de AS mejora notablemente la

aparicion de flores en las plantas, diferenciandose con un 34% en relacién al control.
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Asi también lo expresa Cleland & Ajami (1974) reportando que con aplicaciones de AS es
posible inducir la floracion en Lemna gibba sustituyendo el fotoperiodo de dias cortos. También
se hallé favorable la produccion de frutos, donde a la octava semana de cultivo hubieron 5.1 por

planta en relacion al testigo que present6 1.5 de los antes mencionados.

Villanueva, Alcéntar, Sanchez, Soria, & Larque (2009), evalltan el efecto en la floracion y
crecimiento del crisantemo var. Polaris White, las plantas asperjadas con 10-6 M de AS superaron
al testigo con 7.40 %, ademas del diametro que alcanzo 9.8 mm de crecimiento. También se mir6
la afectacion en el peso de materia fresca y seca de follaje y raiz, volumen de raiz y area foliar, el
mayor diametro de la flor (13.6 y 12.6 cm) con los tratamientos 10-8y 10-10 M de AS,
respectivamente. Fue notable la diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones de

N, P y K de las hojas y tallos con relacion al testigo.

1200

4D

Altura de la planta (cm)
g

Testigo AS 10© AS 10® AS 10-19 DMSO 104

Figura 12. Efecto del AS y DMSA en la altura de plantas.

Nota: del crisantemo var. Polaris White a los 113 dias después del trasplante, literales idénticas son
iguales a una P<0.05. Fuente: Villanueva, Alcantar, Snchez, Soria, & Larque (2009).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES
Los extractos vegetales de sauce lloron (Salix babylonica) si funcionan como
biorreguladores de crecimiento, ademas de ser amigables con el ambiente.
El tratamiento extracto por arrastre de vapor de tallos y aplicacion en drench (T1 M1P1F1)
mostré un prendimiento de injertos del 100% ademas de presentar el mayor Indice
Plastocrénico caracterizandose como el mejor tratamiento entre los evaluados, mostrando
ser un biorregulador de crecimiento.
Se determind que la dosis de 5% de extracto vegetal de sauce lloron (Salix babylonica)
produjo los mejores resultados a nivel de crecimiento y desarrollo y prendimiento de injerto.
La aplicacion tipo drench mostré mejores resultados para IAF e IP, deduciendo que el
extracto pudo haber mejorado el sistema radicular de la planta como lo indican varios
autores.
Los resultados fueron difundidos en un taller de capacitacion con agricultores de la zona de

influencia donde se realizo la investigacion experimental.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

e Usar los extractos en diferentes especies de plantas y en distintos estados fenoldgicos para
contrastar los resultados con los mostrados en la presente investigacion.

e Aplicar extractos de manera quincenal hasta la aclimatacion de la planta debido a que los
compuestos no presentan actividad en largos periodos de tiempo como lo citan varios
autores.

e Evaluar extractos para incidencia de dafio abidtico puesto que en la presente investigacion

no fue posible por tener las plantas en ambiente controlado.
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