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EFECTO DE APLICACIONES FOLIARES DE METANOL SOBRE EL RENDIMIENTO DE
LECHUGA (Lactuca sativa L.)

EFFECTS OF METHANOL FOLIAR APPLICATIONS ON THE GROWTH AND YIELD OF
LETTUCE (Lactuca sativa L.)

Ménica Solari', Alfredo Rodriguez-Delfin, Sven E. Jacobsen, Hugo Soplin, Juan Guerrero y Salomén Helfgott.

Resumen

Anteriores investigaciones, sugieren una incorporacion por las plantas del carbono proveniente
del metanol; por ello se disefiaron experimentos para determinar si su aplicacion foliar afectaria el
rendimiento y crecimiento en un cultivo hidropoénico de lechuga (Lactuca sativa L.). Se utilizd
metanol a los porcentajes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80, con un testigo sin tratamiento. Se
midieron el peso fresco, longitud del tallo floral, apertura estomatal y se anotaron otras
observaciones correspondientes. Hubo variaciones estacionales, probablemente debido a las
diferentes tasas de crecimiento vegetativo y de almacenamiento a lo largo del afio, originadas por
cambios de temperatura y luminosidad. A la cosecha, se registraron incrementos de peso radicular
con las aplicaciones foliares de metanol, pero no incrementos de peso foliar. También se pudo
observar aumento en la elongacion del tallo floral en los tratamientos con méaximas aplicaciones de
metanol. No se pudo comprobar efectos sobre la apertura estomatal.
Palabras clave: metanol, aplicacion foliar, lechuga, raices, porémetro, respuesta dosis especifica.

Abstract

Results obtained in previous studies suggested foliar incorporation of carbon coming from
methanol. The objective of the present study was to determine the effects of foliar methanol
application, on the growth and yield of an hydroponic culture of lettuce (Lactuca sativa L.).
Methanol was used at percentages of 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 and 80. A control was also
employed. Fresh weight, length of floral stem, and stomatal conductance were measured, and
other pertinent observations were also registered. Seasonal changes, probably due to different
growth rates and storage, influenced by variations in temperature and luminosity along the year,
were also observed. These experiments revealed increments in root weight, but no foliar level
weight increments were registered. Increments in the length of the floral stem related to methanol

applications were also annotated. Effects on stomatal conductance were not conclusive.
Key words: methanol, foliar applications, lettuce, roots, porometer, dose specific response.

Introduccion

El ciclo C3, es la ruta metabolica que emplean
muchas especies de plantas en la fotosintesis para
captar el carbono ambiental en forma de didxido de
carbono, CO,, y transformarlo en carbohidratos. EI
CO, es aceptado por la Ribulosa bifosfato (RuBP) que
a través de una reaccion mediada por la enzima
rubisco genera dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3-
PGA), las cuales, luego se reducen y producen
hexosas base para la formacion de carbohidratos que
luego dan inicio a la regeneracion del aceptor RuPB.

Sin embargo, la rubisco también se comporta
como una oxigenasa en condiciones de baja
concentracion de CO, y alta concentracion de O, y
cataliza la primera fase del ciclo fotorrespiratorio. La
fotorrespiracion o ruta C,, es un proceso que ocurre en
todas las plantas, principalmente en plantas C;, y se
incrementa en condiciones de alta iluminacion, altas
temperaturas y bajo niveles de CO,. Bésicamente es
un proceso opuesto a la fotosintesis.

Durante la fotorrespiracion, la RuBP se oxida,
produciendo una molécula de 3-PGA y otra de 2
Fosfoglicolato (2-PGA) en lugar de dos moléculas de

3-PGA. Para regenerar 3-PGA, ocurre una serie de
reacciones a nivel celular entre los cloroplastos,
peroxisomas y mitocondrias de las células
fotosintéticas, reingresando asi al ciclo C; (Mathews
& van Holde, 1991). La liberacion de CO, ocurre al
formarse una molécula de serina por cada dos
moléculas de glicina en la mitocondria.

Para los cientificos es un reto controlar la
fotorrespiracion de las plantas C;, la cual podria
lograrse empleando ciertas practicas agricolas o
mediante el empleo de la ingenieria genética. Dentro
de las practicas agricolas, una posibilidad seria
aumentar los niveles de CO,, alrededor de las hojas de
las plantas C;, incrementando el nivel de CO,
ambiental. Esto puede bien suceder, se estima que, a
finales del siglo, ocurra un doblamiento en la
concentracion de CO, a nivel mundial (Watson et al.,
1990).

El estudio de la ruta metabolica del carbono en la
fotosintesis (Benson, 1951; Bassham ef al., 1954
Quayle et al, 1954), revelaron un rapido
metabolismo del '"C del metanol. Estudios
comparativos de las tasas de fijacion relativas del '*C
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del CO,, y el "C del metanol en algas verdes
unicelulares de Chlorella y Scenedesmus, concluyeron
que el metanol es utilizado tan rapidamente como el
CO,, para la producciéon de azicares y aminoacidos
(Calvin & Benson, 1949). En estos experimentos
iniciales, no se pudo demostrar con claridad, si las
tasas fueron comparables, 6 si la ruta metabdlica para
la conversion del metanol a sacarosa era la misma; sin
embargo, experimentos subsiguientes en rebanadas de
tejido de betarraga, hoja de betarraga, zanahoria,
endospermo de soya y frijol (Cossins, 1964),
revelaron que las plantas metabolizan rapidamente el
metanol.

En investigaciones hechas con bacterias se
concluy6 que el metanol es oxidado a formaldehido y
convertido a fructosa 6-fosfato (Cooney & Levine,
1972).

La asimilacion del metanol por microorganismos
metilotropicos es de forma rapida, donde el metanol es
rapidamente oxidado a CO,, evitando la toxicidad por
formaldehido. Las plantas también tienen la
capacidad de la oxidacion linear del metanol a CO,
(Cossins, 1980) que es rapidamente utilizado en la
fotosintesis, y también de la asimilacion ciclica del
metanol, donde interviene la transferencia de una
especie formica activa, que  integrada con el
tetrahidrofolato, produce la glicina y homocisteina,
que a su vez produce serina y metionina
respectivamente, el proceso continua luego su curso
de transformacion a glicerato y subsecuentemente a
carbohidratos.

Nonomura & Benson (1992), reportaron haber
obtenido incrementos de rendimiento en diferentes
cultivos tratados con metanol y sometidos a
condiciones favorables para la fotorrespiracion. Estos
incrementos se dieron en cultivos Cs;, mas no en los
cultivos C;. Por ello, el metanol empezd a ser
investigado como un posible tratamiento para
incrementar los niveles de CO,; alrededor de las hojas
de plantas C; y de esta manera reducir sus tasas de
fotorrespiracion.

Sin embargo, los resultados obtenidos por dichos
autores no son concluyentes y en la actualidad existe
mucha controversia respecto a la efectividad del
metanol para bloquear o reducir la fotorrespiracion y,
por lo tanto, para aumentar los rendimientos en
plantas C; como algodén (Van lersel et al., 1995),
limén, pasto, lechuga, maiz, zanahoria, trigo, arveja y
rabanito (Albrecht er al., 1995; Mc Giffen et al.,
1995). Se ha informado, inclusive, una reduccion en
el rendimiento de la lechuga romana a dosis de 10 y
30% de metanol (McGiffen et al., 1995). McGiffen &
Manthey (1996), no pudieron corroborar los
resultados de Nonomura & Benson (1992) vy
sugirieron que los resultados obtenidos por dichos
investigadores pueden haber sido producto de otros
factores incluidos en los foliares, mas no
efectivamente del metanol.
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Ante estos diversos resultados se decide investigar
los efectos de aplicaciones foliares de metanol en el
cultivo hidroponico de lechugas, para comprobar sus
posibles efectos en el rendimiento y desarrollo de la
planta.

Material y métodos

Los experimentos se llevaron a cabo en el Centro
de Investigacion de Hidroponia de la Universidad
Nacional Agraria de la Molina, Lima, Pert, en
condiciones de verano e invierno, durante los afios
2000-2002.

Las plantas de lechuga fueron cultivadas a través
de un sistema hidropénico denominado raiz flotante.
Se usaron contenedores de madera de 0.4 m x 0.4 m x
0.1 m, cubiertas en su interior con polietileno negro de
6 micras de espesor. Los contenedores fueron
cubiertos con planchas de tecnopor de 1” de grosor.
Cada plancha tenia cinco agujeros de 2.5 cm de
diametro.

Se sembraron semillas de lechuga de la variedad
Dark Green Boston, en arena de cuarzo de 0.5-1.00
mm de diametro, previamente lavada. A los 15 dias
las plantulas fueron transplantadas a un contenedor
con agujeros de 1.50 cm de didmetro, con una
densidad de 72 plantulas por contendor. Luego de 15
dias, las plantulas fueron transplantadas a los
contenedores  definitivos, donde permanecieron
alrededor de un mes.

La solucion nutritiva se obtuvo a partir de la
solucion hidropénica La Molina (Rodriguez-Delfin et
al., 2001), cuya concentracion fue de: 190 ppm N; 35
ppm P; 200 ppm K; 150 ppm Ca; 45 ppm Mg; 70
ppm S; 1 ppm Fe; 0.5 ppm Mn; 0.5 ppm B; 0.15
ppm Zn; 0.1 ppm Cu; 0.05 ppm Mo.

La solucion nutritiva se prepar6 con agua de pozo,
la cual tuvo las siguientes caracteristicas: pH 7.4; CE

0.73 dS/m; CI~ 3.5 me/L; Ca2t 5.08 me/L; Na® 0.73
me/L; SO4= 0.6 me/L; Mg2Jr 1.04 me/L; HCO3 3.6

me/L. (Rodriguez-Delfin et al., 2001). La solucion
nutritiva fue aireada con una bomba de aire de pecera.

Se efectuaron monitoreos del pH, conductividad
eléctrica (CE) y temperatura de la solucion nutritiva,
También se midi6 la resistencia estomatal con un
porémetro LCA-2 System.

Para las aplicaciones se usé metanol de marca
Merck (CH;0H; 1L = 0.79 kg; M = 31.04 g/mol).
Segtn el proyecto del experimento, se utilizaron siete
dosis de metanol por via foliar (0, 10, 20, 30, 40, 50,
60, y 80%) mas un testigo. Cada aplicacion consistio
de 10 aspersiones; el volumen por planta y por
aplicacion fue de 1.0 mL

En todos los experimentos se empled el Disefio
Completo al Azar con 5 repeticiones (plantas) por
tratamiento. Se realizaron los ANVA pertinentes y la
prueba de Duncan (P<0.05) para determinar las
diferencias entre promedios de tratamientos, para cada
variable.



M. SOLARI, A. RODRIGUEZ-DELFIN, S. E. JACOBSEN, H. SOPLIN, J. GUERRERO Y S. HELFGOTT
Ecol. apl. Vol. 3 N° 1y 2, pp. 29-34

Resultados Tabla 2.  Experimento Enero 2001. Efecto de las
Experimento Junio 2000 aplicaciones foliares de metanol sobre el peso fresco en

Aunque se esperaba que el dafio foliar gramos, de hojas, raices y total obtenido en plantas de
aumentara conforme se incrementaba el lechuga.

p9rcentaje (}e metanol, esto no se hizo ev1dentc? fPeSO 0% 20% 40% 50% 60% 80%
aun con aplicaciones de 80% de metanol, pero si Rrersco
se evidencié estrés fisiologico, obteniéndose o> 154ab  12.8ab 14.9ab 17.0a 13.0ab  11.8b

. ) (8
14% menos de peso foliar con respecto al testigo Hogjas

con los tratamientos 60% y 80%, versus 4% y  (g)
9% menos con los tratamientos 20% y 40% To@l  jqee. 1223hc  135.6abc  1484ab  134.8abc  96.0c

. (€3]
respectivamente. Por otro lado, con 80%, la CE - - ;
de la solucién nutritiva no bajé sustantivamente, Promedios con diferentes letras son diferentes resultados

quedando ésta en 2.1 dS/m, sugiriendo una P la prueba de Duncan al P=0.05.
menor absorcion de nutrientes; los tratamientos 0%,
20%, 40% y 60% tuvieron una CE de 1.5; 1.5; 1.5y
1.6 dS/m respectivamente.

154.2* 109.9¢ 120.5abc 130.9ab 120.7abc 85.7¢

Tabla 3. Experimento Febrero 2002. Efecto de las
aplicaciones foliares del metanol sobre la resistencia
estomatal (s/cm) en plantas de lechuga.

Tabla 1. Experimento Junio 2000. Efecto de las
aplicaciones foliares de metanol en el peso fresco

. , . Dia 0% 20% 40% 50% 80%
(gramos) de hojas, raices y total obtenidos de las TFeb. 066 07b T31ab 213a 0.94b
plantas de lechuga. b
Peso Metanol ~ Metanol Metanol ~ Metanol ~ Metanol 14 Feb. 0.72 1.49* 1.54a 1.44a 1.04ab
fresco 0% 20% 40% 60% 80% b
Raices 12.1¢ 13.7 abc 17.0 ab 17.5a 14.8 21 Feb. 0.81c 1.13bc 1.31b 2.0la 1.29bc
(2) abc
Foliar  100.6a  96.7a 92.0a 862a  87.0a  Promedios con diferentes letras son diferentes
(& resultados  estadisticamente significativos por la
T(ogt)al 115.5a 1133 a 111.7 a 106.2 a 1044 a prueba de Duncan al P=0.05.

Promedios con resultados significativos por la prueba

. . . o o
de Duncan al P=0.05. Se diferenciaron los tratamientos de 40 % y 50 %

metanol con respecto al testigo, comprobandose una
mayor resistencia al libre pase de gases en las plantas

Experimento Enero-2001 tratadas con 40% y 50 % metanol.

El dafio foliar se hizo evidente a partir de 60% de
metanol en la aplicacion foliar, se observo un
decrecimiento inicial con respecto al testigo en el
rendimiento total. No se encontraron diferencias

Tabla 4. Experimento Abril 2002. Resistencia (s/cm)
estomatica obtenida en plantas de lechuga sometidas a
diferentes dosis de metanol.

significativas entre el testigo y los tratamientos de

. . . Dia 0% 20% 50% 80%
40%, 50% y 60%, pero si se encontraron diferencias S Abril 0.62“ 0.48;b 0.35% 043‘{)
entre tratamientos. En los tratamientos 0, 20, 40, 50, 12 Abril 0.53a 0.41ab 0.21c 0.28bc

60 y 80%, la CE inicial fue de 2,1 dS/m y la CE final = Promedios con diferentes letras son diferentes resultados
fue de 1,3, a excepcion del tratamiento 0% (1.4 dS/m).  porla prueba de Duncan al P=0.05.

Experimento Febrero 2002 Experimento Abril 2002:

Resistencia estomatica: Se midid la resistencia También se midi6 la resistencia estomatica (Tabla
estomatica (s/cm) de las plantas sometidas a diferentes  4), y los resultados de la elongacion del tallo floral
dosis de metanol, con el propdsito de evaluar la  (Tabla 5).

variabilidad del ingreso de CO, via foliar entre Resistencia estomatica: Los resultados de los
tratamientos. Los resultados se muestran en la Tabla  experimentos de Febrero y Abril del 2002, muestran
3. diferencias estadisticas entre tratamientos, mas los

resultados no se duplicaron.

Tallo floral: Se diferenciaron significativamente
los tratamientos de 50% y 80% metanol con respecto
al testigo, demostrando una mayor elongacion de tallo
en los tratamientos con metanol.

Recapitulando, podemos decir:

e En el experimento de invierno (Junio, 2000), se
pudo demostrar un incremento de peso radicular
con el tratamiento 60% metanol, comparado con el
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testigo (0%), con tratamientos menores (20%) y
mayores (80%). Respuesta curva tipo “loma”.

En los resultados del experimento de verano
(Enero, 2001) con la dosis de 50% metanol se
pudo demostrar un incremento de peso total
comparado con otros tratamientos de 20% y 80%.
Se trata también de una respuesta curva tipo
“loma”.

En estos dos experimentos, el metanol habria
afectado negativamente el rendimiento de la planta
aun en bajas concentraciones, y habria favorecido
a dosis especificas para este cultivo (40%, 50%,
60%), el rendimiento de la planta, superando
incluso, el efecto toxico del mismo. Pero en
ningun caso llegd a superar al testigo.

En los experimentos hechos bajo media
luminosidad (Junio 2000 y Enero 2001), se pudo
observar que la dosis de 50% metanol provoca un
aumento significativo en el peso radicular de la
planta.

El hecho que el metanol haya incrementado el
peso radicular, puede relacionarse con el trabajo
de Ziska et al. (1997), quienes experimentaron
diferentes niveles de CO) ambiental en el cultivo
de arroz y obtuvieron un incremento en el peso
radicular, relacionado con mayores
concentraciones de CO2. Segin Rogers et al.

(1992), este incremento se debe a que las raices
son reservorios de exceso de carbono incorporado
en condiciones elevadas de CO2.

En el experimento de Junio del 2000, se observo
una menor disminucién en la CE en invierno
comparado con lo obtenido en verano. Estos
resultados estan de acuerdo con las explicaciones
Kennedy & Gonsalves (1988), que una restringida
absorcion de iones a bajas temperaturas es
principalmente debida a una baja movilidad en la
fluidez de la membrana plasmatica y una baja
actividad en la bomba de protones de la misma.
Las observaciones hechas al peso radicular y el
comportamiento de la CE del experimento de
Junio de 2000, demostraria que el crecimiento
radicular y el transporte idnico no estan
directamente relacionados 0% vs. 40 — 50%
(Bravo & Uribe, 1981; Engels & Marschner,
1992).

Cuando se probaron varias aplicaciones de
metanol, no se pudo comprobar que un mayor
nimero de aplicaciones, favorece o no al
incremento de peso fresco.

No se pudo comprobar una mayor conductancia
estomdtica en la planta con la aplicacion del
metanol (Experimentos de Febrero y Abril de
2002).

Se pudo observar un incremento en la elongacion
del tallo floral de las plantas con aplicaciones de
metanol versus el testigo (Experimento de Abril de
2002).
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e A concentraciones de 80% 0 mas, el efecto toxico
del metanol se hace evidente por la caida en el
rendimiento de las plantas y, en algunos casos, por
malformacion de hojas.

Ningln tratamiento superd al testigo en peso total,
corroborando los resultados de McGiffen et al.
(1995), recordar el decrecimiento mencionado a
bajos niveles 10% y 30%.

Tabla 5. Experimento Abril 2002. Efectos de
aplicaciones foliares de metanol sobre la longitud
de tallo.

Tratam. 0% 20% 50% 80%

cm 38.5b 42.63ab  48.88a 50.0a

Promedios con diferentes letras son diferentes
resultados significativos por la prueba de Duncan
al P=0.05.

Discusion

(Qué significarian estos resultados? incremento
radicular mas no incremento total, mayor elongacion
del tallo, e incoherencia en resultados estomatales.

La aplicacion promedio de metanol en los
experimentos fue de 3 x 1 ml de metanol acuoso cada
una, haciendo un total de 3 ml de metanol acuoso por
planta. Para hacer un célculo referencial, en una dosis
de 50% v/v, la cantidad de metanol en los 3 ml es de
790 mg de metanol/ ml "Metanol-Merck" *0.50
(50%v/v) 395 mg metanol puro / mL *3
aplicaciones = 1.185 g de Metanol puro = 0.488 g de
carbono total aplicado/planta.

Si la relacion entre peso fresco y peso seco para la
lechuga es de 5.2% vy, la relacion de carbono con los
otros componentes de la planta es de 43.6% entonces,
0.488 g de carbono aplicado (asumiendo una
incorporacion total se traduciria en 0.488 g x 2.29 (de
carbono a compuestos de la planta) *19.23 (de peso
seco a fresco) = 21.52 g, el cual seria el incremento
maximo en peso fresco. En un peso promedio de 200
g por planta de lechuga, este incremento se traduciria
en un 10% de incremento, lo cual no se observo.

Si el efecto hubiera sido el de mas carbono
absorbido (traduciéndose en un aumento de peso), se
podria sugerir que la fotorrespiracion hubiera sido
controlada con las aplicaciones de metanol; hipotesis
que ha sido formulada por Nonomura & Benson
(1992), quienes sefialaron la ‘no-respuesta’ de plantas
C4 a los tratamientos.

No se pudo comprobar que el metanol induzca una
mayor apertura estomatal y, de esta manera permitir
una mayor cantidad de carbono absorbido, ya que las
lecturas del porémetro dieron dos respuestas opuestas
(en un caso si, en otro no).

La asimilaciéon del carbono proveniente del
metanol habria sido por la misma planta 6 ayudada
por la bacteria metilotropica Methylobacterium
(Holland & Polacco, 1994), la cual facilitaria la
conversion de metanol en formato y luego en CO,,
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forma asimilable para las hojas de las plantas. Segin
Taiz & Zeiger (1998), estas bacterias se encuentran
presentes en diferentes formas en la superficie de las
hojas y los espacios intercelulares de las plantas.

Quayle (1980), menciona también un metabolismo
de metanol por las bacterias, el cual interviene una
especie  formica activa que junto con un
tetrahidrofolato transforma la  glicina a serina y
continta luego su curso de transformacion a glicerato,
PGA-PEP y combinandose finalmente con CO, a
compuestos Cy,

También existe la posibilidad de que la presencia
de estas bacterias activadas por el metanol hayan sido
inducidas a producir citokininas, las cuales podrian
explicar el incremento en la masa foliar de previos
experimentos, y explicaria la falta de correlacion que
tienen unos autores sobre la cantidad de metanol
aplicado con los incrementos de biomasa reportados.

En este trabajo, no se ha registrado un incremento
foliar en los experimentos pero si, en algunos casos,
un incremento en la masa radicular. Por ello, se hace
otro planteamiento donde se examina la posibilidad de
una respuesta auxinica como consecuencia de las
aplicaciones de metanol.

Las respuestas fisiologicas observadas fueron de
respuestas tipo “loma” en los pesos radiculares de los
diferentes tratamientos de metanol, excepto el testigo
(Experimentos de Junio de 2000 y Enero de 2001) y
de elongacion de tallo (Experimento de Abril de
2002), las cuales simulan un comportamiento
hormonal similar al de la auxina natural AIA (dcido 3-
indolacetico). La elongacion de tallo podria también
indicar un comportamiento giberélico, o simplemente
una respuesta a las mayores reservas radiculares de las
plantas tratadas con metanol, pero se necesita tener
mayores evidencias de estas hipotesis probados en
otros niveles.

Las auxinas son sintetizadas en los terminales
apicales de los tallos en crecimiento. Entre otras
funciones, las auxinas estimulan el crecimiento del
tallo principal inhibiendo el desarrollo de tallos
laterales, las auxinas afectan el proceso usual de
formacion de raices que ayudan a balancear el
crecimiento de la raiz y el sistema aéreo. Ademas,
existe buena evidencia de que las auxinas procedentes
del tallo influyen mucho en la iniciacion de la raiz.

Indicios de estos efectos de mayor crecimiento del
tallo principal se observaron en el experimento de
Abril de 2002, en el que tratamientos con aplicaciones
de metanol exhibieron un mayor largo de tallo, y el
indicio de mayor desarrollo radical pudo ser
observado en los Experimentos de Junio 2000 y Enero
de 2001.

Conclusiones

Se concluye que el metanol afecta el crecimiento y
desarrollo de la lechuga, y la respuesta tiene relacion
con la dosis aplicada. Aunque con las aplicaciones
foliares de metanol no se ha incrementado el peso
fresco de las hojas, pero si el peso fresco de las raices,
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y una respuesta dosis especifica en los pesos total y
foliar, y comportamiento del tallo floral.

El como afecta este crecimiento es mas elusivo. Las
posibilidades planteadas han sido:

1. Contrarresta la fotorrespiracion

2. Ingreso facilitado del CO, por las metilbacterias

3. Respuesta de crecimiento debido a citokininas

4. Respuesta de crecimiento en algunos casos
semejante al de wuna respuesta hormonal

(posiblemente auxinica o giberélica), hipotesis

sugerida por los resultados del presente trabajo.

Al no haber visto cambios en el peso total, y mas
bien haber observado cambios en la distribucion del
peso, los resultados de este ensayo concluyen en que
el metanol promueve un comportamiento que se
asemejaria mas bien a una respuesta de tipo hormonal,
y que se recomienda mds a fondo investigar los
efectos del metanol ambiental o sus derivados en las
plantas y cultivos agricolas.
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