Instituto de Horticultura

UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO
DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA

RUTA DE ABSORCION Y RESPUESTA
FISIOLOGICA A LA FERTILIZACION FOLIAR
EN LIMON ‘PERSA’ (Citrus latifolia Tan.).

412—*

TESIS ‘ “ON”’;\

’
/ ‘_‘ . %Wt
¥ venie Wi

Pl

&

>
<Vi=£
QUE COMO REQUISITO PARCIAL pAmbézé{a‘En B

GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS EN HM@%’URA

WRESLIN CENERAL ACADEMICA
'mneszwuossscma
OFNADE EXAMENES PROFESIHALER

PRESENTA:
JOSE BERNARDO HERNANDEZ PALOMO

Bajo la supervision de:

DR. GUSTAVO ALMAGUER VARGAS

CHAPINGO, ESTADO DE MEXICO, JUNIO DE 2019.




RUTA DE ABSORCION Y RESPUESTA
FISIOLOGICA A LA FERTILIZACION FOLIAR
EN LIMON'PERSA (Citrus latifolia Tan.)

Tesis realizada por el M. C. José Bernardo Hernandez Palomo, bajo la direccion
del Comité Asesor indicado: aprobado por el mismo y aceptada como requisito

parcial para obtener el grado de:

DOCTOREN CIENCIAS EN HORTICULTURA
L

DIRECTOR: - B =

rgas

-~

ASESOR:

Dra. Maria Teresa Colinas Leén

ASESOR: W —

Dr. Carlos Ra Irez Ayala

h@%

W;)ra a Velia Ayala Garay




AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por apoyarme con el sustento

para realizar mis estudios de posgrado.

A la Universidad Auténoma Chapingo por haberme cobijado como su hijo y

brindarme la dicha de ser uno de sus egresados.

Al Departamento de Fitotecnia por apoyarme Yy trabajadores por ayudarme con

mis tareas de investigacion.

Quedo eternamente agradecido con el Dr. Gustavo Almaguer Vargas, por
brindarme su apoyo y conocimiento, pero sobre todo su amistad y comprension

sin él no hubiera sido posible esto.

A la Dra. Teresa Colinas Le6n por darme las facilidades para realizar mis
estudios experimentales, por ser tan amable y atenta. Siempre estara la

impresion de la buena investigadora y persona que es.

Al Dr. Carlos Ramirez Ayala por su apoyo a mi formacion como estudiante desde
la Maestria, por sus valiosas aportaciones y consejos.

Al Dr. Pablo Preciado Rangel por dirigirme desde la Ingenieria y encaminarme a
lo que ahora soy ahora, gracias por su amistad.

A todas las personas que directa e indirecta contribuyeron a mi formacion.



DEDICATORIA

Sin duda alguna esta etapa tan especial de mi vida esta dedicada para la persona
mas importante, para mi hijo, Mateo Hernandez Gémez que a tu corta edad (5
afios) supiste ser méas fuerte que yo en muchas situaciones, con una sonrisa o

un beso aliviabas cualquier preocupacion.

Algun dia podras leer esto y darte cuenta que no hubo un padre mas orgulloso
de tenerte y que te amo mas que a nadie en la vida.



DATOS BIOGRAFICOS

José Bernardo Hernandez Palomo, nacié un 22 de Febrero de 1988, en San
Pedro de las Colonias Coahuila, a su corta edad fue una persona con mucho
impetu y debido a la situacion laboral de sus padres tubo la dicha de haber
realizado sus estudios de primaria en diferentes lugares, comenzando por las
escuelas de sus ejidos Natales el Retiro “ Libertad” y el Estribo “Revolucion”,
posteriormente continuo sus estudios en la primaria Prof. Rafael Dominguez
ubicada en el municipio de Castafios Coahuila y al cambiar de residencia al
Estado de México se incorporé a las escuelas Revolucién, primaria san José el
cuartel y por ultimo la escuela normal de Tenancingo. Sus estudios de
secundaria los realizo en la secundaria Técnica #68 , ubicada en Tenancingo
estado de México y los estudios media superior en el Centro de estudios
cientificos y tecnoldgicos del estado de Meéxico , ubicado en Santa Ana
Ixtlahuatzingo México. Aunque él no queria ser agrénomo, como Unica opcion
decidi6 regresar su lugar de origen y continuar sus estudios de Ingenieria en la
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO como INGENIERO
AGRONOMO EN HORTICULTURA , de la cual egres6 en el 2012 para continuar
con sus estudios de Maestria en el COLEGIO DE POSGRADUADOS Campus
Montecillo en el area de RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTIVIDAD vy por
altimo culminar con su Doctorado en la UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO
con el grado de DOCTORADO EN CIENCIAS EN HORTICULTURA por lo que
tuvo la dicha de haber estudiado en las mejores escuelas de agronomia del pais,
encaminando su conocimiento a la elaboracion de fertilizantes foliares y nutricion
vegetal lo cual le dio la dicha de fundar AGRONORTECH, empresa dedicada a
la elaboracion de insumos para la agricultura, la cual dirige en Texcoco, estado

de México.

\



RESUMEN GENERAL

RUTA DE ABSORCION Y RESPUESTA FISIOLOGICA A LA FERTILIZACION
FOLIAR EN LIMON PERSA (Citrus latifolia Tan.)

El cultivo de lima o limén “Persa” es de gran importancia econémica en México,
los principales productores son Michoacan y Veracruz, los cuales aportan el 55%
de la produccion nacional. No obstante, la produccion se encuentra limitada por
diversos factores que afectan el rendimiento, como el estrés hidrico, el cual incide
directamente en las funciones de las plantas, limitando su productividad. Es por
ello que la agricultura exige nuevas técnicas que ayuden a reducir los efectos del
estrés hidrico en las plantas y una de ellas es la fertilizacion foliar, permite corregir
deficiencias, estimular el crecimiento o disminuir los efectos negativos que
genera el estrés en las plantas. Distintos compuestos como: prolina, arginina,
acido aspartico y acido glutamico regulan los efectos generados por falta de agua
en las plantas, manteniendo la turgencia en las hojas mediante la
osmorregulacién o secuestrando radicales libres para evitar la oxidacion. Con
base en lo anterior se planted evaluar el efecto fisiolégico y metabdlico de plantas
con déficit hidrico, las cuales se trataron con aplicaciones foliares de compuestos
osmosprotectores para dar claridad a su ruta de absorcién y efecto en la actividad
enzimatica. La investigacion se llevdé a cabo en dos etapas: la primera para
determinar la ruta de absorcion de tres aminoacidos (acido aspartico, acido
glutamico y arginina), para lo cual se hicieron soluciones foliares al 0.5% con
marcadores fluorescentes y colorantes (naranja G, Safranina, Calcofluor y
rodamina) los cuales se aplicaron en las hojas jévenes de lima “Persa”.
Posteriormente se tomaron muestras cada 60 minutos y mediante cortes
trasversales en el laboratorio (siete micrometros) se determiné la ruta que siguio
cada aminoacido y su velocidad, los resultados se analizaron con una prueba de
medias (tukey =0.05). El segundo experimento consistid en evaluar el efecto del
acido glutamico via foliar en la actividad enzimatica de plantas, para lo cual se
prepararon soluciones del aminoacido en tres concentraciones (600, 1200 y 2000

mg L-1) y se asperjaron en hojas jovenes de lima “persa” en condiciones de
estrés hidrico (-3 MPA), posteriormente se tomaron cinco muestras, las cuales
fueron llevadas a laboratorio, donde se determind la actividad enzimética de la
catalasa y ascorbato peroxidasa y la concentracién de prolina. La velocidad de
absorcion mayor se presentd con el acido glutdmico a los 60 y 120 minutos, la
actividad enzimatica de la catalasa y ascorbato peroxidasa fue menor en plantas
en condiciones de estrés hidrico que las plantas bien irrigadas, la concentraciéon
de prolina fue mayor en plantas en buenas condiciones hidricas.

Palabras clave: acido glutamico, catalasa, prolina, ascorbato peroxidasa.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo. Autor:
José Bernardo Hernandez Palomo. Director de Tesis : Gustavo Almaguer Vargas. VI



ABSTRACT

ROUTE OF ABSORPTION AND PHYSIOLOGICAL RESPONSE TO FOLIAR
FERTILIZATION IN PERSA LEMON (Citrus latifolia Tan.)

The cultivation of lemon "Persa" is of great economic importance in Mexico, the
main producers are Michoacan and Veracruz, which contribute 55% of the
national production. However, production is limited by various factors that affect
performance, such as water stress, which directly affects the functions of plants,
limiting their productivity. That is why agriculture requires new techniques that
help reduce the effects of water stress in plants and one of them is foliar
fertilization, correct deficiencies, stimulate growth or reduce the negative effects
of stress on plants. Different compounds such as: proline, arginine, aspartic acid
and glutamic acid regulate the effects generated by lack of water in plants,
maintaining the turgor in the leaves by osmoregulation or sequestering free
radicals to prevent oxidation. Based on the above statement, it was proposed to
evaluate the physiological and metabolic effect of plants with water deficit, which
were treated with foliar applications of osmosprotective compounds to give clarity
to their absorption route and effect on enzymatic activity. The investigation was
carried out in two stages: the first to determine the absorption route of three amino
acids (aspartic acid, glutamic acid and arginine), for which 0.5% foliar solutions
were made with fluorescent markers and dyes (orange G, Safranine, Calcofluor
and rhodamine) which were applied in the young leaves of "Persian” lime.
Subsequently, samples were taken every 60 minutes and by transversal cuts in
the laboratory (seven microns) the path followed by each amino acid and its speed
was determined, the results were analyzed with a means test (tukey = 0.05). The
second experiment consisted of evaluating the effect of glutamic acid via foliar on
the enzymatic activity of plants, for which solutions of the amino acid were
prepared in three concentrations (600, 1200 and 2000 mg L-1) and were sprinkled
in young leaves of lime "Persian” under conditions of water stress (-3 MPA), five
samples were subsequently taken, which were taken to the laboratory, where the
enzymatic activity of catalase and ascorbate peroxidase and proline concentration
were determined. The highest absorption rate occurred with glutamic acid at 60
and 120 minutes, the enzymatic activity of catalase and ascorbate peroxidase
was lower in plants under water stress conditions than well-irrigated plants, the
concentration of proline was higher in plants in good water conditions.

Key words: glutamic acid, catalase, proline, ascorbate peroxidase.

Thesis, Universidad Auténoma Chapingo
Author: José Bernardo Hernandez Palomo
Advisor: Gustavo Almaguer Vargas Vil
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

En Meéxico, la citricultura es considerada como una de las principales
actividades del sector primario, siendo el limén, por su volumen de produccion,
uno de los citricos mas importantes. Del 2012 al 2017 la produccién de lima
obtuvo una tendencia de crecimiento del 4.1% alcanzando una produccién de
2454 mil toneladas. Este cultivo es de gran importancia econdmica en el pais, ya
que genera el 2.78% del PIB agricola nacional siendo el segundo producto
exportado a nivel mundial con un 12.29 del valor de las exportaciones, que

impactan principalmente en Estados Unidos de América (SIAP, 2017).

La produccion de lima para el 2018 fue de 2, 697,902 toneladas y los principales
productores fueron Veracruz y Michoacan, los cuales en conjunto aportaron 55%
de la produccion nacional (SAGARPA, 2018).

Sin embargo, el rendimiento es afectado por diversos factores ambientales y
nutrimentales, uno de ellos es la poca disponibilidad de agua en las zonas
productoras, que repercute en el crecimiento y desarrollo de la planta debido a
que el agua juega un papel vital, pues interviene en practicamente todos los
procesos fisioldgicos (Ortufio et al., 2004, Vélez et al., 2012); un déficit hidrico
afecta negativamente las funciones como: fotosintesis, respiracion, reacciones
metabdlicas, crecimiento, reproduccion, desarrollo de semillas, produccion,
transporte de asimilados y absorcion de nutrientes minerales (Quifiones et al.,
2007). Es por ello que es necesario implementar técnicas que ayuden a disminuir
el efecto del estrés hidrico en los cultivos, como la fertilizacion foliar con el acido
glutamico, que es un compuesto que puede ser absorbido tanto en forma foliar
como radical y tiene como funcién la asimilacion de nitrégeno en las plantas y
como consecuencia eleva el rendimiento, disminuye la cantidad de nitratos y
aumenta la incorporacion de nitrdgeno en compuestos organicos (Cao et al.,
2010). La fertilizacién foliar no es una técnica nueva (Soria, 2008): Katkat et al.

2009, estudiaron el efecto de aplicaciones foliares de &cidos humicos en plantas



de trigo en suelos calcareos y encontraron una mayor absorcion de
micronutrientes (Mn, Fe y Mg). Hernandez del Valle et al. (2012) realizaron
pruebas con extracto liquido de vermicomposta aplicado via foliar para elevar el
rendimiento. Trejo-Téllez et al. (2003), estudiaron aplicaciones foliares como
herramienta para la correccion de deficiencias ocasionadas por tres diferentes
tipos de suelo y encontraron viable la aplicacion foliar no solo para correccion de
deficiencias, ademas aumentaron el rendimiento hasta un 112%. Rivera et al.
(2009) evaluaron el efecto de las aplicaciones foliares para la correccion de la
deficiencia de hierro y encontraron que la mezcla de sulfato ferroso y citrolina
corrigieron un 50% la deficiencia. Por otro lado, Serna et al. (2011) cuantificaron
el efecto del acido glutamico via foliar en jitomate para elevar el rendimiento, y

lograr aumentar la concentracion de clorofila b.

No obstante, los procesos que regulan la absorcién en las hojas y el efecto sobre
la fisiologia en condiciones de estrés hidrico, no ha sido clarificado por lo que es
importante la comprension de dichos fendmenos para eficientizar la técnica y

reducir los niveles de estrés en las plantas.



1.10bjetivo general

Determinar la ruta de absorcion y la respuesta fisiologica a la fertilizacion foliar

con acido glutdmico en hojas de lima ‘Persa’, bajo condiciones de estrés hidrico.

1.20bjetivo especifico

Determinar la ruta de absorcion de acido glutamico, acido aspartico y arginina,
en cortes transversales de hoja de lima ‘Persa’ bajo condiciones de estrés hidrico,
mediante la aplicacion foliar de una solucion con marcadores fluorescentes y

colorantes (Rodamina, safranina, naranja G y calcofltor).

Evaluar la actividad enzimética de catalasa y ascorbato peroxidasa, y la
concentracion de prolina en respuesta a diferentes concentraciones de acido
glutamico aplicadas via foliar de acido glutdmico, en hojas de lima ‘Persa’ bajo

condiciones de estrés hidrico.
1.3Hipotesis
La ruta y velocidad de absorcion son afectadas de forma diferente por cada uno
de los aminoéacidos evaluados (Acido Aspartico, acido glutamico y arginina).

La actividad enzimatica y concentracion de prolina son afectadas por las

aplicaciones foliares de acido glutamico en plantas con déficit hidrico.



CAPITULO II. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

El cultivo de lima ‘Persa’ en México se inici6 aproximadamente hace tres
décadas y para el afio 2004 se produjeron un total de 1.9 millones de toneladas
de limones (SIAP, 2018). Para el afio 2008, México ya figuraba como el segundo
productor mundial de citricos (14.94%) y el primero como exportador (20.5%),
siendo el lima el principal producto (Sanchez-Torres et al., 2011). Mientras que
para el afio 2012 México descendidé una posicion, ocupando el tercer lugar a nivel
mundial (13.7%), solo por debajo de China e India, quienes ocupan el primero y

segundo lugar a nivel mundial, respectivamente (FAOSTAT, 2018).

En el afio 2015 México ocupaba el primer lugar en exportacion de lima en el
mundo, enviando alrededor de 450 mil toneladas a 20 paises diferentes. Para
2016 México produjo alrededor de 2.4 millones de toneladas de limones y exporto
667 mil toneladas, anualmente exporta alrededor del 45% de la produccion
nacional (FAOSTAT, 2018; SIAP, 2018).

2.2 México en el mercado mundial de los citricos

Segun la FAOSTAT (2018), en el afio 2016 el principal pais productor de limas
y limones fue la India con una produccion de 9.97 millones de toneladas, seguido
de México, China, Argentina y Brasil con una produccion de 2.42, 2.28, 1.67 y

1.26 millones de toneladas, respectivamente.



En 2016 México fue el principal pais exportador de citricos (667 mil ton), seguido
de Espafa (547 mil ton) y Turquia (448 mil ton). Pero fue Espafia quien ocupo el
primer lugar en cuanto al valor de exportacion de estos productos. Mientras que
los principales paises importadores de citricos fueron Estados Unidos, Los
Paises Bajos y Rusia, con un total de 640, 238 y 292 mil toneladas,
respectivamente (FAOSTAT, 2018).

Para el afio 2017 los principales estados productores de lima en México fueron
Michoacan, Veracruz y Oaxaca, con una produccion total de 711, 758 y 274 mil
toneladas, respectivamente, con un valor de la produccién de 3.5, 3.2 y 1.6 miles
de millones de pesos, respectivamente. Solamente estos tres estados aportan
66.1% del total nacional. Y una produccion total anual de 2.51 millones de
toneladas, lo cual representa in incremento anual de 4.1% en el periodo 2012-
2017 (SIAP, 2018).

Para 2017 las exportaciones crecieron a 729 mil toneladas, siendo los Estados
Unidos el principal destino del producto. Mientras que las importaciones fueron
tan solo de 3015 toneladas. Hablando particularmente del lima, el estado de

Veracruz fue el principal productor con el 53.1% del volumen total (SIAP, 2018).

2.3Cuticula

La cuticula es una membrana continua extracelular de lipidos solubles, se
encuentra por fuera de la pared tangencial y en contacto con el medio externo.
La formacion tiene lugar durante los estadios tempranos del desarrollo del 6rgano
y esta formada por una capa de grosor variable que contiene cutina y ceras que
constituyen una proporcion que varia desde 40 a 80 % del peso total (Tadeo,
2003). Tiene como principal funcion la regulacion en la transpiracion y del balance
de agua (Veraverbeke et al., 2003; Wagner et al.,, 2003), regulacion del
intercambio de gases (Kolattukudy, 1996), proteccion contra patdégenos y dafios

mecanicos (Commenil et al., 1997) entre otros.



2.4Estomas
Dentro de las estructuras que forman el tejido epidérmico encontramos a los

estomas, los cuales son de vital importancia debido a que regulan la perdida
excesiva de agua Yy el intercambio gaseoso (Fan et al., 2004). El nUmero de
estomas o indice estomatico en la superficie adaxial comparada con la abaxial
es diferente y caracteristica de las especies. Las plantas que presentan estomas
en el envés son llamadas hipoestomaticas y las y aquellas con estomas en el haz
y envés son anfiestométicas (Azcon-Bieto y Talon, 2008). Las estomas estan
formados por un ostiolo rodeado por dos células oclusivas de forma arrifionada y
pueden o no estar acompafiadas por otras células epidérmicas. La posicion de
los estomas es variable y se pueden presentar hundidos, al mismo nivel de las
células epidérmicas o expuestos en el exterior de la ldmina foliar (Flores-Vindas,
1999).

2.5Tejidos conductores o vasculares

El tejido vascular consiste en xilema y floema, y puede ser primario o secundario
en origen. El tejido vascular primario se deriva de procambium, producido por los
meristemos apicales, y también por el meristemo primario en tallos de plantas
monocotiledéneas. El tejido vascular secundario se deriva del cambium vascular
en dicotiledoneas y del engrosamiento secundario del meristemo en algunas
monocotiledéneas. Tanto el xilema como el floema son tejidos complejos,

compuestos de muchos tipos de células diferentes (Rudall, 2007).

Fisiolégicamente las plantas necesitan a los tejidos conductores para su
crecimiento, ya que de estos depende la distribucion de agua y sustancias
organicas. Otra de sus funciones es la de proporcionar soporte a modo de
esqueleto y sostén de la parte aérea de las. Ademas de que participan en la
comunicacion entre diferentes partes de la misma planta gracias a la ayuda a

movilizar hormonas (Mejias, et al. 2017).



2.6Colorantes

2.6.1Safranina
La safranina o verde rapido es muy utilizado para tefir tejidos biolégicos, debido

a que es una herramienta en la detencién de estructuras celulares. Su hombre
se deriva de la palabra “azafran por tener parecido a dicha planta. Es un colorante
bioldgico cuya formula quimica es C20H19N4 CI; conocido también como Ci
50240, 3,7-diamino-2,8-dimetil-5- fenil-fenaziniumcloro dimetil. Se presenta en
cristales oxidados oscuros o polvo verde oscuro, inodoro y soluble en agua. No

es cancerigeno, ni flamable (Sigma Aldrich, 2010).

2.6.2 Naranja G

Es un pigmento bioldgico en polvo ampliamente utilizado en la citologia, es un
colorante citoplasmatico proteico acido color amarillo-anaranjado. Tifie
principalmente proteinas del citoplasma, y en menor medida al nucleo, sobre todo
si este es picnotico. Ademas puede colorear eritrocitos, cristales de
hemosiderina, cuerpos de asbesto y células con citoplasma queratinizado como
por ejemplo células paraqueratésicas, coilocitos y células de un carcinoma
escamoso poco diferenciado (SAC, 2019).

2.6.3 Rodamina
La rodamina B (RhB), es un colorante cationico perteneciente a los xantenos,
de alta solubilidad y comunmente utilizado como colorante textil y en la industria
alimenticia. En el area biolégica es un potente trazador fluorescente y trazador
biolégico (Rinne & Deacon, 1973; Sagoo & Jockusch, 2011).

2.6.4 Calcofluor

La tincién con calcofluor es una técnica fluorescente, rapida y atil en distintos
tipos de muestras incluyendo tejidos. Su observacién requiere de poco
entrenamiento o capacitacion debido a que contrasta claramente los elementos
micoticos con claridad por la unién del calcofluor a las paredes de quitina. No
obstante se pueden presentar errores en la interpretacion al evaluar fibras
vegetales o células que presentan fluorescencia natural (Monheit et al., 1984;
Merz and Roberts, 2002), como el caso de los tejidos de conduccion en las
plantas. Este tipo de tinciones han sido utilizadas por su baja toxicidad,
fluorescencia rapida y su utilidad en amplios tipos de muestras (Bonifaz, 2013).



2.7 Respuestade las plantas al estrés

La sequiay la salinidad de los suelos son dos factores importantes que provocan
estrés osmoético, creando un impacto negativo en el crecimiento y productividad
de la planta. En condiciones de estrés hidrico los tejidos de las plantas acumulan
solutos para asegurar su sobrevivencia, destacando la prolina y los azlcares
solubles, cuya sintesis se asocia con el mantenimiento de la turgencia de los
tejidos para continuar con la funcién celular. Se da la disminucion del almidén
mediante la induccion de plasmolisis, que puede reducir el volumen del
citoplasma celular, promoviendo la acumulacion de azucares solubles, con la

finalidad de contrarrestar el estrés osmoético (Nayer & Reza, 2008).

En condiciones de estrés las plantas de citricos producen una serie de
respuestas como: disminucion en la conductividad de los estomas, para evitar la
pérdida de agua por transpiracion, abscision foliar, disminuyendo el area foliar y
por tanto la superficie de transpiracion y adaptaciones a nivel metabdlico y
osmoregulacion, las células acumulan una serie de solutos compatibles con el

funcionamiento normal de las células (Navarro et al., 2010).

Un déficit hidrico afecta negativamente las funciones fisiolégicas como:
fotosintesis, respiracion, reacciones metabodlicas y anatdmicas, crecimiento,
reproduccién, desarrollo de semillas, absorcibn de nutrientes minerales,
transporte de asimilados y produccion (Herrera et al., 2014). El efecto dependera
de la intensidad de la sequia, de la duracién de la misma y de la época en que

ocurra dentro del ciclo de produccién (Ballester et al., 2011).

Durante la deshidratacion también se producen cambios en los angulos de
inclinacion de las hojas y enrollamiento foliar de los citricos, lo cual es la principal
manifestacion mas evidente del estrés hidrico, debido a que reduce la superficie
foliar y la radiacion interceptada, también tiende a disminuir la transpiracion
(Vélez et al., 2011).



2.8 Importancia de la fertilizacion foliar en condiciones de estrés

La fertilizacion foliar ha cobrado importancia en los ultimos afios debido a su
eficiencia en la aportacion de nutrimentos, la cual se ve afectada por factores
internos de la planta y fisiologicos (estructura de la hoja) y por factores externos
o ambientales (tipo de suelo, pH del suelo, humedad relativa, etc.). Ademas esta
tecnologia permite aplicaciones simultaneas de bioestimulantes, lo cual ayuda a

mejorar el desarrollo de las plantas (Smolén, 2012).

La nutricion foliar representa una alternativa viable, ya que las hojas poseen una
gran cantidad de estomas en el envés y gran cantidad de poros en la cuticula.
Las aplicaciones foliares, cuando se hacen de la forma correcta, pueden
promover la floracién, aumentar el rendimiento y mejorar la calidad del producto
de los citricos (Schonherr, 2006; Smolén, 2012).

Para Bondada, et al. (2006), la turgencia de las hojas de las plantas sufre
cambios por factores ambientales externos, como por ejemplo la luz, la
temperatura y la velocidad del viento, entre otros los cuales pueden afectar los
mecanismos fisioldgicos y bioguimicos que se encargan de regular el movimiento
del agua en las plantas. Generalmente la turgencia es mayor en la noche y en
las mafanas, siendo estos momentos en las que las plantas tienden a
incrementar la absorcién y metabolismo de nutrientes aplicados en el follaje, si

los estomas estan abiertos.

Las altas temperaturas en combinacion con una alta intensidad de luz y viento
promueven una disminucién en la turgencia de las hojas, lo cual fomenta una
disminucion en la capacidad de las plantas para fotosintetizar y como
consecuencia de ello la absorcién de nutrientes por medio de las hojas se ve
afectada (Smolén & Sady, 2012).

La humedad del aire afecta negativamente el secado de las micro gotas en las
hojas de las plantas, ademas también influye en la velocidad de penetracion de

nutrientes a través de la humedad, la cual generalmente aumenta en condiciones



de mayor humedad del aire, teniendo una consecuencia directa en la turgencia
de las hojas (Schoner & Luber, 2001).

Segun Srivastava y Singh (2003) los factores ambientales como: la luz, la
temperatura, el viento, la hora del dia, el fotoperiodo, la humedad, la cantidad y
la intensidad de la precipitacion, la sequia, el potencial osmaético del cultivo y la
deficiencia de ciertos nutrientes afectan negativamente la eficiencia de las

aplicaciones de nutrientes foliares.

2.9 Fertilizacion foliar con aminoacidos

Los aminoéacidos son compuestos importantes en las plantas y en la mayoria de
los seres vivos. Estos pueden influir directamente en actividades fisiologicas de
las plantas, de igual manera pueden actuar junto con sustancias quelantes de
otros nutrimentos que se desean aplicar, con ello promueven una mejora en la
absorcion y transporte (Salwa, et al., 2010). Estos compuestos son los principales
precursores de la formacion de proteinas, se han descubierto por lo menos 20
aminoacidos que participan en la sintesis proteica (Ibrahim, et al., 2007; Shafeek,
et al., 2016).

Segun Meléndez y Molina (2002) en condiciones naturales las plantas producen
sus propios aminoacidos, obteniéndolos a partir de procesos metabdlicos de los
nutrimentos mediante la realizacién de la fotosintesis y la respiracién, los cuales
posteriormente forman cadenas, originando enzimas y proteinas que constituyen

las plantas.

Cuando se hace uso correcto de la aplicacion de los amino&cidos pueden
aumentar la resistencia de las plantas a condiciones de estrés, cuando la
aplicacion es directamente al follaje de las plantas es mas facil su absorcion y por

lo tanto el gasto de energia es menor (Meléndez & Molina, 2002).

Por ello la aplicacion de aminoacidos de forma foliar ha demostrado tener

efectos positivos en la produccién, crecimiento y desarrollo de las plantas,
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ademas de la mejora en la calidad del producto (Abdel-Mawgoud et al., 2011;
Meléndez & Molina, 2002; Sadak et al., 2014).

2.9.1 Acido glutamico

El acido glutamico no es considerado un nutrimento; sin embargo, su aplicacion
foliar puede ser de gran ayuda para las plantas, debido a que participa en
procesos metabdlicos de la planta, entre los que se encuentran la asimilacion del

amonio y procesos de transaminacion (Shen & Yeh, 2010).

La formacion de acido glutamico es de vital importancia para la inclusién del
nitrdbgeno a compuestos organicos, lo cual ocurre principalmente en los
cloroplastos o mitocondrias de las células vegetales. Por ello la aplicacion de este
compuesto via foliar incrementa la posibilidad de mejorar la asimilacion de
nitrégeno en las plantas, lo que a futuro podria asociarse con un mayor nivel de
produccion y rendimiento. También se ha relacionado a la aplicacion foliar de
acido glutdmico con la disminucién en el contenido de nitratos en las plantas,
promueve un incremento en la sintesis de clorofila, el contenido de aminoacidos

libres, la proteina soluble y los azucares solubles (Cao et al., 2010).

En consecuencia, el acido glutamico favorece la formacion de clorofila b y
aumenta la actividad de la glutamina sintetasa, la cual contrarresta la cantidad de
radicales libre en la planta (Serna et al., 2011).

2.9.2 Acido ascoérbico
El acido ascorbico es una molécula antioxidante pequefia, es soluble en agua y

acta como un sustrato primario en la via ciclica para la desintoxicacion y la
neutralizacion de radicales, participa en diversos procesos fisiol6gicos como la
fotosintesis, en cofactores enzimaticos, en la homeostasis del sistema redox y es
precursor de las rutas de sintesis de moléculas en el metabolismo (Herrera et al.,
2013).

Este &acido se ha relacionado con algunos compuestos asociados a las
respuestas oxidativas y antioxidantes originadas por factores de estrés y se le
han atribuido las respuestas de tolerancia a estrés bibtico y abibtico en las
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plantas. Se encuentra en los cloroplastos, en el citosol y en las vacuolas de la
célula vegetal, presumiblemente es el mas importante para contrarrestar los
efectos oxidantes (Shen & Yeh, 2010).

Se ha demostrado que el acido ascérbico desempefia varias funciones en el
desarrollo de las plantas, dentro de las que destacan la divisién celular, la
expansion de la pared celular y otros procesos de desarrollo. Este compuesto
actua mediante el incremento en la produccién de enzimas que ayudan a resistir
cambios bruscos tanto biéticos como abidticos, por ello de la importancia de
adicién de esta sustancia a las mezclas nutrimentales para aplicacion foliar
(Herrera et al., 2014).

2.10 Funciones de las enzimas peroxidasa, catalasa y prolina

Una de las consecuencias que sufren las plantas ante la presencia de estrés es
la acumulacién de sustancias que promueven la liberacidn de radicales altamente
oxidativo, por ello es importante la participacion de agentes antioxidantes, entre
las que destacan las enzimas catalasa, peroxidasa y la prolina (Moller & Jensen,
2007).

Los radicales de perdxido y su producto reductor de peréxido de hidrégeno, son
compuestos potencialmente nocivos que al combinarse forman un radical
altamente téxico conocido como radical hidroxilo, estos radicales provocan la
oxidacion de los lipidos y por consecuencia, provocan dafio a las membranas,
estimulan la degradacién de proteinas e inactivacion de enzimas, promoviendo

el estrés oxidativo de las células (Diaz, 2003).

Con el estrés hidrico, los tejidos vegetales generan una acumulacion activa de
solutos para asegurar la sobrevivencia de las plantas, entre los que destacan la
prolina, glicina, betaina, manitol y azlcares solubles, cuya sintesis se ha
asociado con el mantenimiento de la turgencia de los tejidos para continuar con

la funcion celular (Cvikrova et al., 2013).
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La acumulacion de prolina, ademas de inducir ajuste osmético, protege a las
membranas y a las proteinas de la deshidratacion y actia como desintoxicador

de radicales libres (Moreno, 2009).
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CAPITULO IIl. VELOCIDAD Y RUTA DE ABSORCION FOLIAR DE TRES
AMINOACIDOS EN HOJAS DE LIMA ‘PERSA’ EN CONDICIONES DE
ESTRES HIDRICO.

RATE AND ROUTE OF FOLIAR ABSORPTION OF THREE AMINOACIDS
'PERSIAN' IN LEMON LEAVES IN CONDITIONS WATER STRESS.
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3.1RESUMEN

Existen factores ambientales como la disponibilidad de agua, que limitan la
produccion y la disminucion en el rendimiento. Una forma poco estudiada de
ayudar a la planta en condiciones de estrés es la fertilizacién foliar, pero se
desconocen cuéles son los mejores fertilizantes y sus rutas de penetracion. Por
ello, se analizé la velocidad y ruta de absorcion foliar de tres aminoacidos
osmoprotectores en plantas de lima ‘Persa’ en condiciones de estrés hidrico. La
investigacion se llevé a cabo en el campo experimental de San Martin de la
Universidad Autonoma Chapingo. Los tratamientos fueron aminoacidos
osmoprotectores (arginina, acido aspartico y acido glutdmico) combinados con
cuatro colorantes y se observaron en un microscopio cortes histolégicos de
fluorescencia y campo claro para rastrear el paso de los tres aminoacidos a través
de las células, de esta manera se determino la ruta de absorcion y la velocidad
en micrometros por segundo. Los datos fueron analizados estadisticamente con
una prueba de medias Tukey. Se encontré que el acido glutdmico fue el
aminoacido con mayor velocidad de absorcién en comparacion al de arginina y
acido aspartico. Se observaron varias rutas de absorcion en la cuticula y a través
de las estomas.

Palabras clave: acido glutdmico, acido aspartico, arginina
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3.1ABSTRACT

There are factors such as the availability of water, which limits production and
decreases in yield. A little studied form of the help in the plant in conditions of
stress is the foliar fertilization, but it is not known that the best fertilizers and their
routes of penetration. Therefore, the speed and path of foliar absorption of three
osmoprotective amino acids in "Persa” lime plants under water stress conditions
was analyzed. The investigation was carried out in the experimental field of San
Martin of the Autonomous University of Chapingo. The treatments were
osmoprotective amino acids (arginine, aspartic acid and glutamic acid) combined
with four dyes and were observed in a fluorescence and field histology microscope
to track the passage of animals through the cells, in this way the path was
determined absorption and speed in micrometers per second. The data were
analyzed statistically with a Tukey media test. It was found that glutamic acid was
the amino acid with the highest absorption rate compared to arginine and aspartic
acid. Several absorption routes were observed in the cut and through the
stomatal.

Keywords: glutamic acid, aspartic acid, arginine
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3.2INTRODUCCION

En México la citricultura es una actividad de gran importancia econémica y en el
2013, el pais ocupé el quinto lugar a nivel mundial con un 5.6% de la produccion
de citricos, después de China, Brasil. Estados Unidos e India (FAO, 2015).

Para el afio 2017 los principales estados productores de lima en México fueron
Michoacan, Veracruz y Oaxaca, con una produccion total de 711, 758 y 274 mil
toneladas, respectivamente, con un valor de la produccién de 3.5, 3.2y 1.6 miles
de millones de pesos, respectivamente. Solamente estos tres estados aportan
66.1% del total nacional 2012-2017 (SIAP, 2018)

Sin embargo, el rendimiento es afectado por diversos factores ambientales y
nutrimentales, uno de ellos es la poca disponibilidad de agua en las zonas
productoras, que repercute en el crecimiento y desarrollo de la planta debido a
qgue el agua juega un papel vital, pues interviene practicamente en todos los
procesos fisiolodgicos (Ortufio et al., 2004, Vélez et al., 2012); un déficit hidrico
afecta negativamente las funciones fisiolégicas de las plantas como: fotosintesis,
respiracion, reacciones metabodlicas y anatdmicas, crecimiento, reproduccion,
desarrollo de semillas , produccién, transporte de asimilados y absorcion de
nutrientes minerales (Quifiones et al., 2007). Las plantas responden al estrés por
déficit hidrico a nivel celular y molecular (Shinozaki y YamaguchiShinozaki, 2007)
y una de las principales respuestas es la modificacion de la expresion génica,
relacionada con la producciéon de enzimas clave en la via de sintesis de
osmolitos, proteinas con funcién protectora, enzimas antioxidantes, factores de
transcripcion y otras proteinas involucradas en las respuestas al estrés hidrico
(Zhu et al., 2002).

Entre estos compuestos se encuentran, el acido glutamico, el acido aspartico y
la prolina; esta ultima reajusta el potencial osmotico celular (Langridge et al.,
2006), acumulandose en grandes cantidades en respuesta a un estrés ambiental
y contribuye a estabilizar estructuras subcelulares, membranas y proteinas,

eliminacion de radicales libres y como buffer del potencial redox bajo estrés
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(Ashraf & Foolad, 2007). Asi mismo la prolina oxidasa cataliza la formacion de
glutamato a partir de prolina y su actividad se reduce en condiciones de estrés

hidrico.

Una técnica para reducir el efecto negativo del estrés hidrico, es la aplicacién de
fertilizantes, como el acido glutamico, que es un compuesto que puede ser
absorbido tanto en forma foliar como radical y tiene como funcion la asimilacién
de nitrégeno en las plantas y como consecuencia eleva el rendimiento, disminuye
la cantidad de nitratos y aumenta la incorporacién de nitrégeno en compuestos

organicos (Cao et al., 2010).

Trejo-Tellez et al. (2003), estudiaron aplicaciones foliares como herramienta para
la correccion de deficiencias ocasionadas por tres diferentes tipos de suelo y
encontraron viable la aplicacion foliar no solo para correccion de deficiencias,

ademas aumentaron el rendimiento hasta un 112%.

Rivera et al. (2009) evaluaron el efecto de las aplicaciones foliares para la
correccion de hierro y encontraron que la mezcla de sulfato ferroso y citrolina
corrigieron en un 50% la deficiencia. Por otro lado, Serna et al. (2011)
cuantificaron el efecto del &cido glutdmico via foliar en jitomate para elevar el

rendimiento, y lograr aumentar la concentraciéon de clorofila b.

Nava et al., (2003), estudiaron el efecto de la fertilizacion foliar en el rendimiento
y calidad de bulbo de cebolla, sin embargo no encontraron aumento del
rendimiento y no hubo diferencias significativas en las variables evaluadas, pero

observaron que los nutrimentos penetraron a la hoja por los estomas.

Con base en lo anterior, es evidente que esta técnica es ampliamente utilizada
en la produccion agricola, pero no existe mucha informacion de los procesos que
regulan la velocidad de absorcién y la ruta que siguen los compuestos para entrar
a la planta. Es por ello que en la presente investigacion se plante6 como objetivo
evaluar el efecto de la fertilizacion foliar para reducir el efecto del estrés hidrico y
paralelamente identificar las rutas y velocidad de absorcion del fertilizante en lima

“Persa”
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3.3MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Ubicacién

El experimento se llevd a cabo en el campo experimental “San Martin” de la
Universidad Autonoma Chapingo, en un invernadero de baja tecnologia con
cubierta plastica de tipo cenital, sin control de temperatura y humedad relativa.

3.3.2 Material vegetal y labores culturales.

Se utilizaron plantas de lima “Persa” de un afo de edad injertadas sobre el
portainjerto volkameriano , las cuales se trasplantaron el 12 de marzo 2016 en
un contenedor con un volumen de 150 L de peat moss hasta la etapa productiva
para iniciar el experimento. Posteriormente se realiz6 una poda de despunte a 30
cm por encima del patron.

La fertilizacién fue con una solucion cuya concentracién de nutrimentos minerales
(mg-L1) fue la siguiente: N= 250, P= 60, K= 250, Ca= 300, S= 200, Mg= 60, Fe=
3, Mn= 0.5, Cu= 0.1y Zn =0.1. Y se aplicaron 3 litros cada tres dias. El nivel de
estrés se determind con una bomba Scholander (Soil moisture, Santa Barbara,
California, USA) y cuando las plantas presentaron una lectura de -3 MPA, se

aplicaron los tratamientos.

3.3.3 Identificacion de las rutas de absorcién de los aminoacidos

Se prepararon soluciones con agua destilada y se les agregd acido glutamico,
arginina y acido aspartico al 0.5%. A cada solucién se le adicioné un colorante al
0.05% (Naranja G, Safranina, Rodamina y calcofluor M2R) cerciorandose que
hubiera miscibilidad entre el colorante y el amino&cido; una vez preparada la

solucion se agregd nonil fenol a una concentracion de 1%.

La solucidn se asperjé en cuatro plantas en dias despejados por la mafiana para
posteriormente muestrear 12 hojas jévenes a los 60, 120, 180, 240 y 300 minutos.
Se hicieron cortes de las hojas en el laboratorio de histologia vegetal, en el

Departamento de Agroecologia de la Universidad Autbnoma Chapingo con un

23



grosor de siete micrometros, usando un micrétomo manual marca Pika. Se
montaron en agua para ser observados “in situ” en un microscopio de campo
claro y de fluorescencia marca Carl Zeiss Axio Scope con el cual se tomaron
imagenes para analizar la ruta de absorcién. Se compararon las imagenes para
evaluar la velocidad de absorcion en micrémetros por segundo y se utiliz6 un
disefio experimental al azar con un total 40 unidades experimentales por
tratamiento. A los datos se les realiz6 una prueba de normalidad, homogeneidad

de las varianzas y prueba de medias de Tukey (Alpha=0.05).

3.3.4 Tratamientos.

Se evaluaron 12 tratamientos y un testigo; los cuales fueron los siguientes.

T1 Acido Glutamico + Calcofluor T7 Acido aspartico + Safranina
T2 Acido Glutamico+ Rodamina T8 Acido aspartico + Naranja G
T3 Acido Glutamico + Safranina T9 Arginina + Calcofluor

T4 Acido Glutamico + Naranja G T10 Arginina + Rodamina

T5 Acido aspartico + Calcofluor T11 Arginina +Safranina

T6 Acido aspartico + Rodamina T12 Arginina + Naranja G

3.3.5 Velocidad de absorcion.

Una vez seleccionados los cortes en los diferentes tiempos se midieron con el
programa ZEN 2.3, y se determiné la distancia que recorrié el aminoacido en
cada tiempo y de esta forma se obtuvo la velocidad de absorcién en micrometros

por segundo (v=d/t).

3.5RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1 Velocidad de absorcién del acido glutamico.
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El andlisis estadistico realizado a los tratamientos indicé que el &cido glutamico
fue el aminoacido que se absorbié con mayor velocidad, obteniendo una media
de 0.035991 pm/seg (cuadro 1).

Asi mismo, el comportamiento del aminoacido con cada uno de los colorantes

fue estadisticamente diferente siendo més rapido con el calcofluor (cuadro 1).

Cuadro 1. Valores promedio de acido glutamico, acido aspartico y arginina en combinacién
con distintos colorantes (Calcofluor, Rodamina, Safranina, Naranja G).

Aminoéacido Calcofluor Rodamina Safranina Naranja G

Acido
glutamico 0.045084 A 0.021337 C 0.038952 B 0.040889 B
Acido

. 0.18733 A 0.014015A 0.017409 A 0.018733 A
aspartico
Arginina 0.02752 B 0.0066657 0.0329964 0.0309398

C A A
Acido Acido

L - Arginina
glutdmico  aspartico

0.035991 A 0.016941 C 0.02435B

El &cido glutamico se observo claramente en los cortes de hojas de lima “Persa”.
En el corte del haz con solucion de &cido glutamico y safranina a los 60 minutos
(figura 1a), se puede identificar al aminoacido en la cuticula, rebasando las capas
de ceras epicuticulares, Por otro lado, en el enveés, en el tratamiento de solucion
de acido glutdmico y rodamina, se observa cémo se extiende desde la cuticula
hasta células del parénquima esponjoso (Figura 1(b)). Para el caso del
tratamiento de glutamico y Naranja G (figura 1c), se observa rastros del
fertilizante en células de conduccién. Con clalcofluor en campo azul se distingue

el paso de la solucion por el haz sobre células de parénquima en empalizada.

25



Safranina (a) Naranja G (c)

Figura 1. Cortes transversales de hojas de Lima Persa (7 micrometros), 60 minutos después
de la aplicaciéon de acido glutamico, con diferentes colorantes (a) safranina observar , (b)
rodamina, (c) Naranja Gy (d) calcofluor, las flechas indican la presencia de los tratamientos
en las diferentes estructuras de las células.

Estos resultados pueden deberse a que el &cido glutdmico es absorbido
facilmente de forma foliar y se incorpora rapidamente al metabolismo de las
plantas (Arjona et al.,, 2004), mejorando procesos metabdlicos, como la
asimilaciéon de amonio y procesos de transaminacion (Taiz y Zeiger, 2003). Asi
mismo, la mayor velocidad de absorcion que tuvo, en comparacion con los otros
aminoacidos, pudo haberse debido a la condicion de estrés en el que se
encontraban las plantas, ya que en condiciones de estrés hidrico la recuperacién
del nitrogeno por parte de la planta disminuye parcialmente y el acido glutamico

es un ikByeaminoacido relacionado con la asimilacion de este elemento (Rimski-
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Korsakov et al.,, 2012); investigaciones anteriores mencionan que existen
compuestos como el glutamato que permiten mejorar las condiciones de las
células cuando hay baja disponibilidad de agua disminuyendo la posibilidad de

las interacciones moleculares que pueden causar la desnaturalizacion.

T, . 1 :

Figura 2. Secuencia microscopica de la absorcion foliar de la arginina y acido aspartico
con un aumento de 40x. Corte transversal de la hoja 60 minutos despues de la aplicacién
de arginina, (2A); Corte transversal de la hoja 120 minutos despues de la aplicacién de
arginina, (2B); Corte transversal de la hoja 180 minutos despues de la aplicacion de
arginina, (2C). Corte transversal de la hoja 60 minutos despues de la aplicacién de acido
aspartico, (2a); Corte transversal de la hoja 120 minutos despues de la aplicaciéon de acido
aspartico, (2b); Corte transversal de la hoja 180 minutos despues de la aplicacion de acido
aspartico, (2c).

3.5.2 Velocidad de absorcion de la arginina.

La arginina se absorbié a una velocidad de 0.02435 um/seg y al ser comparada
estadisticamente (Tukey=0.05) con los demds tratamientos resultdé ser la
segunda mejor velocidad.
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La mezcla de colorantes con el aminoacido arginina tuvieron una respuesta en
distintos tiempos, es decir su absorcion varid con respecto a cada colorante
utilizado. Las soluciones preparadas con Safranina y Naranja G, fueron las que
presentaron las velocidades de absorcion mas altas y estadisticamente fueron
iguales con un promedio de 0.0329964 y 0.0309398 um/seg respectivamente,
seguidas de la solucién con calcofluor con una velocidad de 0.02752 pm/seg y

por ultimo la rodamina con una velocidad de 0.0066657 pm/seg.

La variabilidad de respuestas por colorante podria deberse a sus caracteristicas
quimicas para unirse o separarse de los aminoacidos, combinandose debido a la
presencia de agrupaciones moleculares acidas o basicas en los componentes
celulares (Salazar y Moreno, 2016). Por otro lado, la velocidad de absorcién de
la arginina podria deberse a que este aminoacido es una de las formas en las
que se almacena el nutriente con mas demanda de las plantas (nitrdgeno) y
puede variar en mas de cien veces su concentracién entre érganos (Reuter.

1957), en condiciones de estrés hidrico.

3.5.3 Ruta de absorcion de la arginina en hojas de lima
‘Persa’ alos 60 minutos después de la aplicacion

En la figura 2 (A, B, C) se presenta una secuencia del rastro de la arginina con
safranina en distintos tiempo. No obstante, se observa al aminoacido en la
cuticula (Figura 2A a los 60 min), la cual es una capa que cubre la superficie de
la planta protegiéndola de pérdidas excesivas de agua por transpiracion, asi
como de la pérdida excesiva de solutos organicos e inorganicos por lixiviacion
(Wdjcik, 2004). Estd compuesta de &cidos grasos hidroxilados entrecruzados y
que juegan un papel central en las relaciones hidricas de la planta y la interaccién

de la hoja con elementos externos (Mohammadian et al., 2009).

En la figura 2B se observa que el aminoacido ya ha atravesado la cuticula
encontrandose a los 120 minutos en células de la epidermis. En el muestreo
correspondiente a los 180 minutos el aminoacido se observa cerca de los tejidos
de conduccion o sistema vascular el cual se encargara de llevarlo a las zonas de

demanda. Estos resultados coinciden con lo presentado con Katto et al. (1985) y
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Rojas (1992) que menciona que la arginina y sus productos metabdlicos se

acumulan cerca de los tejidos de conduccion.

3.5.4 Velocidad de absorcion del acido aspartico

El andlisis estadistico aplicado a la velocidad de absorcion en los aminoacidos,
indicé que el &cido aspértico fue el que tuvo menor velocidad de absorcién
(0.016941 pm/seq), en comparacion con el acido glutamico y arginina (cuadrol).
La presencia del aminoacido se detectdé a los 180 minutos después de la
aplicacion (figura 2c). Eichert y Goldbach, (2008), mencionan que la entrada de
compuestos a través de las hojas es un proceso que no requiere de energia y
que estd controlado por gradientes de concentracion. Asi mismo, Schonher
(2000), encontro que los iones de CaClz entran por los poros acuosos de manera
muy lenta, sin embargo al agregar agentes humectantes, aumenta la velocidad
de penetracién. Con base en lo anterior es posible que la solucién preparada con
acido aspartico haya generado una disparidad entre las capas de las hojas o bien
la concentracién no fue la suficiente en la parte externa de la hoja para generar
el movimiento desde la parte exterior hacia adentro de la hoja (Fernandez, et al.
2015).

3.5.5 Ruta de absorcién del acido aspartico en hojas de lima
‘Persa’ a los 120 minutos después de la aplicacién

Los muestreos evaluados a los 60 minutos después de la aplicaciébn no mostraron
presencia del aminoacido en el corte amplificado a 40x (Figura 2a), sin embargo
en el muestreo correspondiente a 120 minutos se observé presencia de acido
aspartico en la cuticula y en las células de la epidermis y en el muestreo
correspondiente a los 180 minutos, el amino&cido penetré por las cavidades
estomaticas a una velocidad de 0.014015 um/seg (figura 2c). Estos resultados
contrastan con los mencionados por distintos investigadores, los cuales
mencionan que la absorcién de nutrientes a través de los estomas es muy poco
probable, porque el contacto gota-estoma es minimo, debido a que las gotas son
mas grandes que la apertura estomatica, y porque el agua tiene alta tension
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superficial (Schonherr y Bukovac, 1972). Adicionalmente, la difusién del soluto
tendria que ocurrir mayoritariamente de una fase liquida a una gaseosa, lo que
es poco probable (Trejo-Téllez et al., 2007) .No obstante Nava et al., (2003) al
estudiar diferentes mezclas de fertilizantes con calcofluor encontraron que la ruta
de absorcién en hojas de cebolla fue por los estomas y Galdino et al., (2017) al
evaluar el efecto de un fertilizante foliar 4-17-17(NPK) en agave azul para
identificar las rutas de penetracidbn encontraron que la via de absorcion fue
estomatica y cuticular. Asi mismo, Garcia et al., (2013) evaluaron el efecto de la
aplicacion foliar de un fertilizante 10-10-10 (NKP) en Cymbidium sp. y
encontraron que la ruta de penetracion fue via estomatica a partir de los 30

minutos después de la aplicacion.

3.6 CONCLUSIONES

El &cido glutamico se absorbié por la cuticula, pasando por las capas de ceras
epicuticulares y en el envés se observd como se extendidé por el parénquima
esponjoso. En el caso de la arginina, se puede observar su rastro en diferentes
tiempos, a los 60 minutos se encontraba en la cuticula y a los 120 minutos en
células de epidermis para posteriormente encontrarse en los tejidos de
conduccion (180min). El acido aspértico a diferencia de lo otro aminoéacido
evaluado presentdé una ruta de absorcion diferente, a los 120 minutos se
encontraba en la cuticula y a los 180 minutos habia entrado a la hoja por los
estomas.

La velocidad de absorcibn de los aminoécidos, aplicados via foliar fue
estadisticamente diferente. El &cido glutamico fue el que alcanzé la mayor
velocidad, seguido de la arginina. Por otra parte, el aminoacido mas lento en
transportarse fue el acido aspéartico. Asi mismo, los colorantes utilizados para
rastrear la ruta de absorcion se comportaron de manera diferente con cada uno
de los aminoécidos, en la solucién con calcofluor la velocidad mas rapida fue con
el acido glutamico, para el caso de la safranina, naranja G y rodamina la
combinacion con &cido aspartico obtuvo la mayor velocidad. La arginina obtuvo

los valores promedio en la solucion de safranina y naranja G.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA EN HOJAS DE LIMA “PERSA” BAJO
CONDICIONES DE ESTRES HIDRICO, CON APLICACIONES FOLIARES DE
ACIDO GLUTAMICO.

ENZYMATIC ACTIVITY IN "PERSIAN" LIME LEAVES UNDER WATER
STRESS CONDITIONS, AND FOLIAR APPLICATIONS OF GLUTAMIC ACID.
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RESUMEN

En condiciones de estrés hidrico las plantas producen diferentes enzimas
antioxidantes osmoprotectoras, que disminuyen los efectos negativos que causa
esa condicion. Con la finalidad de evaluar en la planta la actividad de las enzimas
ascorbato peroxidasa y catalasa, como enzimas osmoprotectoras producidas en
condiciones de estrés, se realizaron aplicaciones de acido glutdmico en
concentraciones de 600, 1200 y 2000 mg L via foliar en plantas de lima ‘Persa’
bajo estrés hidrico; conjuntamente se determiné la concentracion de prolina en
las hojas. Los resultados se analizaron mediante una prueba de medias. Los
valores promedio mas altos se presentaron en las plantas en condiciones de
riego, con una actividad de 44% (catalasa) y 38% (ascorbato peroxidasa) mayor
gue las plantas asperjadas con acido glutamico. Las variables fueron afectadas
por la aplicaciéon de acido glutdmico el cual reduce las condiciones de estrés
hidrico en la planta.

Palabras clave: Ascorbato peroxidasa, Catalasa, Prolina.
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SUMMARY

Under water stress conditions, plants produce different osmoprotective
antioxidant enzymes, which reduce the negative effects caused by this condition.
In order to evaluate the production of the enzymes ascorbate peroxidase and
catalase in the plant, as osmoprotective enzymes produced under stress
conditions, applications of glutamic acid were carried out at 600, 1200 and 2000
mg L-foliar concentrations in lime plants 'Persian’ under water stress, the
concentration of proline in the leaves was also determined. The results were
analyzed by a means test. The highest average values were found in the plants
under irrigation conditions, with an activity of 44% (catalase) and 38% (ascorbate
peroxidase) more than the plants sprinkled with glutamic acid. The variables were
affected by the application of glutamic acid which reduces the conditions of water
stress in the plant.

Key words: Ascorbatoe peroxidase, Catalase, Proline.
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4.2INTRODUCCION

A nivel mundial México ocupa el primer lugar en exportacion de limas, alcanzando
una produccion en el 2017 de 667.6 miles de toneladas (SAGARPA-
COMTRADE, 2017). Su importancia econdmica radica en que solo dos estados
(Michoacan y Veracruz) generaron un monto econémico de 6 mil 737 millones de
pesos para 2017, con una produccién aproximada de 2, 513, 391 y 711, 181
toneladas respectivamente, seguidos por Oaxaca, que tuvo un volumen de 658,
282 toneladas, que tienen como principal destino a los Estados Unidos (SIAP,
2018).

No obstante, existen diversos factores ambientales que afectan la produccion de
los cultivos y el rendimiento. Uno de los mas importantes es el suministro limitado
del agua (Nufiez et al., 2017), el cual afecta negativamente las funciones basicas
de la planta como: fotosintesis, reacciones metabdlicas, respiracion, crecimiento,
reproduccion, translocacion de asimilados y la produccion (Garcia-Sanchez et al.,
2003; Ortufio et al., 2004; Quifiones et al., 2007). En citricos, como en la mayoria
de las plantas, las principales respuestas al estrés hidrico son el cierre parcial
estomatico, la reduccion del area foliar y la acumulacion de solutos que ayuden
a mantener la turgencia en las células y generar un ajuste osmotico (Hockema 'y
Etxeberria, 2001; Barry et al, 2004; Pérez et al, 2008; Navarro et al, 2010), el cual
ayuda a mantener un funcionamiento normal de las plantas en condiciones de
déficit hidrico (Argentel & Gonzales, 2010). El ajuste osmatico es el resultado de
la sintesis y acumulacion de sustancias osméticamente activas como: prolina,
acidos grasos, azucares, glutamato, glicinbetaina, carnitina, manitol, sorbitol,
fructanos, polialcoholes, trehalosa, sacarosa, oligosacaridos y aminoacidos
(Pereyra & Quiriban, 2014), los cuales son compuestos de bajo peso molecular

que facilitan la absorcion y retencion de agua por la planta (Cushman, 2001).

Por otro lado, en condiciones de déficit hidrico se presenta una exposicion de

los cloroplastos a un exceso de energia de excitacion que limita la fotosintesis y
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al mismo tiempo dafa los centros de reaccién del fotosistema Il e incrementa la

produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como: oxigeno

singlete, peroxido de hidrogeno, radical hidroxilo, anién superoxido, entre otros
(Tripathy & Oelmudiller, 2012). Es importante mencionar que estas sustancias son
reguladas por enzimas antioxidantes tales como: catalasa (CAT), ascorbato
peroxidasa (APX), superoxido dismutasa (SOD), peroxidasa (Prx), la mono
dehidroascorbato reductasa (MDAR), glutamina sintetasa (GS) y otras enzimas
del ciclo ascorbato-glutation, que son promotoras de la eliminacion de sustancias
reactivas de oxigeno (Pirasteh et al., 2012, Hong et al., 2007, Miller et al., 2009),
en este ciclo juega un papel importante el acido glutdmico que junto con la
cisteina y glicina, forman el glutatién, el cual en condiciones de baja humedad es
el antioxidante no enzimatico intracelular mas importante (Pompella et al., 2003),
ya que reduce significativamente las concentraciones de radicales libres en las
plantas (Blokhina et al., 2003; Rinalducci et al., 2008).

Es por ello que la aplicacion de compuestos exdgenos como el &cido glutamico
en condiciones de estrés hidrico puede jugar un papel importante en las plantas,
ya que ademas de ser un compuesto osmoprotector opera de forma sinérgica
con fertilizantes y reguladores de crecimiento (Sandoval & Kamara, 2002). Y
aunque no es considerado un nutrimento esencial, su aplicacion en las hojas
tiene un impacto positivo para las plantas debido a que interviene en procesos
metabodlicos importantes como la asimilacién del amonio y la transaminacién
(Taiz & Zeiger, 2006) y tienen una funcion importante frente a situaciones

adversas en las plantas.
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Con base en lo anterior la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el
efecto de la aplicacion foliar de diferentes concentraciones de acido glutamico en

hojas de lima ‘Persa’ en condiciones de estrés hidrico.

4.3MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Material vegetal

El experimento se estableci6 en el campo experimental “San Martin”
perteneciente al Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autonoma
Chapingo, durante el ciclo de otofio de 2018, en condiciones de invernadero. Se
utilizaron arboles de tres afos edad de lima ‘Persa’ injertadas sobre

volkameriano.

4.3.2 Tratamientos y disefio experimental

Se evaluaron cuatro tratamientos con tres muestreos, los cuales consistieron en
tres dosis de &cido glutamico (600, 1200 y 2000 mg L) y un testigo con plantas
bien irrigadas. Los tratamientos se aplicaron en hojas jévenes de lima ‘Persa’ y
las plantas se encontraban con suspension parcial de suministro de agua. El
contenido de estrés se determiné con una bomba Scholander (Soil moisture,
Santa Bérbara, California, USA) y cuando las plantas presentaron una lectura de

-3 MPA, se aplicaron los tratamientos de acido glutamico.

El disefio experimental fue un completamente al azar con 20 muestras por
tratamiento, a las cuales se les aplic6 una prueba de normalidad y homogeneidad
de la varianza de acuerdo con la prueba de medias Tukey con un error de 0.05.
Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con el programa SAS
version 9.1 (SAS Institute, 2003) y se graficaron con Sigma Plot de Jandel
Scientific (2000, version 7.1).

4.3.3 Variables evaluadas
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Para determinar el efecto del acido glutamico aplicado via foliar en hojas de lima
‘Persa’ en condiciones de estrés hidrico, se tomaron muestras las cuales fueron
almacenadas en congelador a una temperatura de -20° a las cuales se les

determinaron las siguientes variables.

4.3.4 Actividad de la enzima catalasa (CAT)

La actividad de la enzima catalasa se determind con el método descrito por
Blackwell et al., (1990), se pesaron 0.5 g de la muestra en tubos de fondo plano,
y se agregaron 5ml. de sol. Tris — HCL 0.1M pH 8.5 + PVP frio, los cuales se
homogenizaron en frio (bafio de hielo). Una vez homogenizada se centrifugd a
21000 g en un tiempo de 20 min a una temperatura de 0 a 4°C. Una vez que la
muestra se puso a temperatura ambiente, se calibro el espectrofotometro con
tris-HCI 8.5 .1M sin PVP para realizar las lecturas a una longitud de onda de 240

nm.

1.1.1 Determinacién de la actividad de la enzima ascorbato
peroxidasa (APX)

La actividad de esta enzima se determiné de acuerdo con el método de Nakano
y Asada (1981), con algunas modificaciones. La mezcla de reaccion (2 ml) para
la determinacion de la actividad de APX contenia 250 mM de buffer fosfato (pH
7), EDTA 0.1 mM, ascorbato 5 mM, 0.3 mM H20:2 y 50 ul de extracto enzimatico
crudo. La reaccion se inici6 mediante la adicion de H20-. La disminucion de la
absorbancia debido a la oxidacién del ascorbato se registré utilizando un
espectrofotometro a una longitud de onda de a 290 nm (Shimadzu, UV-1601,
Kyoto, Japdn) a los 20 s y 60 s después de la adicion de H202 durante 5 minutos.

Se expres6 como unidades por mglde proteina.
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4.3.5 Concentracion del aminoacido prolina

Se utilizé el método propuesto por Bates et al. (1973). Se tomaron 50 mg de

muestra liofilizada.

La concentracion de prolina se calculé mediante una curva de calibracion de este
aminoacido, en la cual se prepararon diferentes concentraciones de prolina en un
intervalo de 20-800 nmoles mL™. Las determinaciones se realizaron en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 520 nm, después de la reaccién con
ninhidrina acida. Cada muestra pesada se macera con 5 ml de &cido
sulfosalicilico al 3%.el cual es filtrado a tubos de ensaye. Posteriormente se
colocan 2 ml de ninhidrina acida y 2 ml de &cido acético glacial.

4.4RESULTADOS Y DISCUSION
4.4.1 Actividad de la enzima catalasa

La catalasa es una enzima antioxidante presente en la mayoria de los organismos
aerobios y es responsable de degradar la dismutacion del peréxido de hidrégeno
(H202) en agua y oxigeno, evitando asi que se creen formas de oxigeno que son

muy reactivas (Hansberg, 2002).

La actividad de la catalasa fue influenciada por la aplicacion del acido glutamico
foliar en condiciones de estrés hidrico. Esta enzima present6 valores de 403.22
(T1600 mg L), 393.76 (TIl 1200 mg L) y 419.95 (TIll 2000 mg) Ul g pf? (figura 3).
Al comparar los tratamientos con el testigo, encontramos una disminucién en
plantas con estrés hidrico del 47%. Estudios anteriores en plantas de musgo
encontraron una correlacion negativa en el aumento de la CAT y el dafio
producido por estrés hidrico (Chowdhury & Choudhuri 1985). Los resultados
coinciden a lo reportado Gabriel et al. (2013), en dos cultivares zade papa
‘Candelero’ y ‘Sakampaya’, donde la actividad de la enzima catalasa presenté

valores por debajo del testigo. Asi mismo otros autores (Blasco et al. 2008; Gupta
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et al., 2015) reportaron fluctuacién en la actividad enzimatica en respuesta a la
aplicacion de compuestos exdégenos y Dominguez et al. (2012) al estudiar cinco
variedades de Phaseolus vulgaris L., encontraron que las plantas en condiciones
de estrés, presentaron valores mas bajos de la actividad de esta enzima y sin

encontrar diferencias significativas en la actividad enzimatica.
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Aplicaciones de acido glutamico

Figura 3. Actividad enzimatica de la catalasa en hojas de lima ‘Persa’ en condiciones de
estrés hidrico, bajo aplicaciones de acido glutamico. Las barras muestran el promedio de
20 muestreas por tratamientos y error estandar, las letras indican la significancia
(Alpha=0.05).

Por otro lado, Cardona et al. (2014) al estudiar las respuestas fisiologicas y
bioguimicas en vainas de frijol, en dos niveles de humedad, encontraron un
aumento de 33% en la actividad de la enzima en plantas estresadas. Asi mismo,
Medrano et al. (2016), al estudiar la aplicacion foliar de yodo, no encontraron

diferencias significativas en los tratamientos comparados con el testigo.

La amplia variabilidad en los resultados es debido a que el comportamiento de
las enzimas esta influenciado por factores como el genotipo o cultivar estudiado
(Santos et al., 2010). Asi mismo, los patrones de actividad en las enzimas

antioxidantes bajo estrés oxidativo en algunos casos responden aumentando su
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actividad (Munns & Tester, 2008) y en otros casos la respuesta de la catalasa no

presenta cambios (Panda & Khan, 2009).

Los resultados obtenidos pueden deberse a que el acido glutamico juega un
papel importante en el ciclo ascorbato-glutation, formando parte estructural del
glutation, siendo el antioxidante no enzimatico intracelular mas importante
(Pompella et al., 2003) reduciendo las concentraciones de radicales libres en las
plantas .(Blokhina et al., 2003; Rinalducci et al., 2008). Asi mismo, el &cido
glutamico es un compuesto que reduce las condiciones de estrés hidrico en la
planta y posiblemente esta es la causa por la cual no se expresa la actividad
enzimatica (Arjona et al., 2004).

4.4.2 Actividad de la enzima ascorbato peroxidasa

Como se menciond anteriormente, la planta produce antioxidantes en bajas
concentraciones que ayudan a disminuir la oxidacion eliminando las especies
reactivas de oxigeno (EROs) (Perl & Perl, 2002). En las plantas el aumento de
las enzimas superdéxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa
(CAT) es esencial para disminuir los efectos del estrés oxidativo generado, ya

gue se producen mas radicales libres en condiciones adversas (Shi et al., 2015).

La actividad de la enzima ascorbato peroxidasa fue afectada por las aplicaciones
de &cido glutdmico y al realizar el analisis estadistico presentaron diferencias
estadisticas en comparacion con el testigo (Tukey=0.05). El testigo (plantas bien
irrigadas) fue el que obtuvo los valores més altos de esta variable presentando
un 38% mas de actividad que los tratamientos (Figura 4).
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Figura 4. Actividad enzimatica de la Ascorbato peroxidasa en hojas de lima ‘Persa’ en
condiciones de estrés hidrico y tres aplicaciones foliares de acido glutdmico. Las barras
muestran el promedio de los muestreos por tratamientos, error estandar y las letras

indican la significancia (alpha=0.05).

Se observo que los tratamientos con estrés hidrico disminuyeron su actividad un
47 (TI), 59 (TII) y 38(Tll) % en comparacién con las plantas bien irrigadas. Es
evidente que la actividad enzimatica de la ascorbato peroxidasa en condiciones
normales se encuentra controlada. Sin embargo, en condiciones de estrés hidrico

se ve afectada la sintesis de esta enzima (Mano, 2002; Sharma et al., 2012).

Los resultados coinciden con lo reportado por Bartoli et al. (2005) al evaluar la
actividad de la enzima ascorbato peroxidasa en hojas de dos cultivares de trigo
“Bug Chambergo y Cooperativa Maipun” en condiciones de estrés hidrico, donde
observaron que la actividad de la enzima fue mayor en el testigo, que se
encontraba en condiciones bien irrigadas. Asi mismo, Ranjita et al. (1994), Al
evaluar los efectos del déficit hidrico en las actividades de las enzimas
captadoras de oxigeno en hojas de trigo, encontraron que la actividad de la

enzima ascorbato peroxidasa disminuyé en condiciones de estrés severo en
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comparacion con plantas bien irrigadas, resultados similares fueron encontrados
en la presente investigacion donde se observa una disminucién marcada de la
APX en condiciones de estrés. Por su parte, Pastori & Trippi. (1993), no
encontraron un aumento en la actividad de la APX en plantas sensibles a la

sequia.

Con base en lo anterior, es posible que la disminucion en la actividad de la enzima
en las plantas de lima ‘Persa’ asperjadas con acido glutamico en condiciones de
estrés hidrico, sea debido a dos factores. Por un lado, a la tolerancia y/o
susceptibilidad de la planta a condiciones de baja humedad, como se menciona
anteriormente las plantas tolerantes a la escasez de agua han demostrado mayor
actividad en enzimas como CAT y APX gue plantas que son sensibles (Ruiz et
al. 1996); esto debido a que las plantas tolerantes presentan mayor capacidad
de respuesta al ajuste osmaético y aumento en las actividades de CAT, APX y
POX (Coleman, 2008; Gabriel et al., 2013). Es por ello que entre genotipos y/o
variedades puede presentarse un componente de respuesta diferencial asociada

con la tolerancia o susceptibilidad (Anithakumari et al., 2012; Gabriel et al., 2013).

Por otro lado, la aplicacion foliar de acido glutamico, es positiva para las plantas
ya que participa en procesos metabdlicos importantes, entre los que se
encuentran la asimilacion del amonio y procesos de transaminacion (Taiz &
Zeiger, 2006), interviene en el crecimiento y desarrollo vegetal, particularmente
cuando las plantas estan sometidas a algun tipo de estrés (Arjona et al., 2004) y
al ser aplicado de manera exogena puede formar parte del sistema antioxidante
glutation reductasa, el cual en conjunto con el ascorbato son los reguladores
redox celulares enzimaticos mas importantes (Smirnoff & Wheeler, 2000; Potters
etal., 2002). En condiciones de estrés abibtico se generan compuestos y enzimas
gue actuan en la defensa celular y sobre expresados en condiciones adversas
para la planta, como el estrés hidrico (Wu et al., 2004; Chen et al., 2010). No
obstante la presencia externa de &acido glutamico pudo ver actuado como un

compuesto que disminuyo las condiciones de estrés en la planta.
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4.4.3 Concentraciéon de prolina

En condiciones de estrés hidrico la planta genera compuestos que cumplen una
funcidn importante en el ajuste osmotico para proteger a las células (Pinhero et
al., 2001). Bajo estas mismas condiciones, hay una sobre expresion de enzimas
y aminoacidos como las poliaminas, glicina, betaina, sacarosa, polioles, aztucares
alcoholes, oligosacaridos y la prolina. Esta ultima es unos de los compuestos mas
activos en la planta en condiciones de baja humedad en el suelo (Szabados &
Savouré, 2010).

Los muestreos hechos en hojas de lima ‘Persa’ para determinar la concentraciéon
de prolina mostraron que hubo diferencias significativas (tukey=0.05) en los
distintos tratamientos. Los valores mas altos se presentaron en plantas con riego
(testigo) 8890 nm g pf! seguido de las plantas del tratamiento 1l (1200 mg L de
acido glutamico), con valores promedio de 4687 nm g pf?l, y por Ultimo los
tratamientos | y Il con 965.4 y 2357.17 nm de prolina g pf? respectivamente
(Figura 5). Estos resultados muestran el efecto de la aplicacion de acido
glutamico en la produccién de prolina en las hojas; mismos que coinciden con lo
reportado por Reyes et al. (2017), quienes mediante la aplicacion foliar de
compuestos para estimular el crecimiento encontraron que la acumulacion de

prolina fue mayor en plantas no estresadas (testigo).
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Figura 5. Concentracion de prolina en hojas de lima ‘Persa’ en condiciones de estrés
hidrico con aplicaciones de acido glutamico. Las barras muestran el promedio de los

muestreos por tratamiento y error estandar, las letras indican la significancia (Alpha=0.05).

No obstante, Herrera et al. (2012) al estudiar las respuestas bioguimicas en
plantulas de frijol sometidas a condiciones de estrés, encontraron un aumento en
la concentracion de prolina conforme disminuia la humedad del suelo. Por su
parte, Ferreira de Albuquerque et al. (2013) al evaluar plantas de Khaya ivorensis
bajo sequia y su capacidad en recuperar su estado hidrico, mencionan que las
plantas en condiciones de estrés aumentaron la concentracién de prolina, sin

embargo al rehidratar las plantas de nuevo la concentracion de prolina no cambio.

Lo anterior indica la alta variabilidad de las plantas al sintetizar la prolina, De la
O et al. (2011) al estudiar el efecto del estrés hidrico y fertilizacion nitrogenada
en plantulas de nogal, concluyeron que la acumulacién de prolina no tuvo
variaciones con una tendencia clara. Lo cual puede ser debido a que este
aminoacido es afectado por diversos factores externos como: fertilizacion
nitrogenada (De la O et al. 2011), micorrizas (Ruiz et al. 2012), fertilizacidon con
calcio y sales simples (Garcia y Medina, 2009), aplicacion de brasinoesteroides
(Reyes et al. 2017) y la aplicacion de compuestos exdgenos a la planta.
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Por lo tanto, la reduccion en los niveles de la prolina se vio afectada por las
aplicaciones foliares de acido glutamico, el cual es un compuesto que inhibe la
sintesis de prolina, ya que su produccién esté relacionada con la inhibicion de la
formacion del &cido glutdmico y una menor oxidacion (Stewart et al. 1997).
Ademas el 4cido glutdmico es un compuesto que favorece la acumulacién de
solutos para generar un ajuste osmotico en condiciones de estrés hidrico y
asegurar la sobrevivencia de las plantas en estas condiciones, disminuyendo el

estrés generado por la falta de humedad.

La prolina juega un papel importante como: osmolito regulador del transporte de
iones, desintoxicacion de metales pesados y un marcado efecto en la sintesis y
la actividad enzimética (Ray, 2002) y ademas es un compuesto osmoprotector,
que sirve como un regulador de radicales libres de oxigeno, protegiendo a las
membranas de la deshidratacion y a las macromoléculas de la desnaturalizacién
(Nakamura et al. 2001; Vendruscolo et al. 2007). Misma funcién que cumple el
acido glutamico al ser parte fundamental en la sintesis del glutation en el ciclo
Ascorbato-Glutation, el cual es conocido como el antioxidante enzimatico mas
importante intracelular (Pompella et al. 2003). Por lo tanto, la aplicacion foliar de
acido glutamico en lima ‘Persa’ no solo inhibié la sintesis de prolina, ademas
ayudo a reducir el estrés en la planta de tal manera que no fue necesaria la
produccion de este aminoacido. En conveniente dar continuidad a esta
investigacion, profundizando los efectos del acido glutdmico en plantas bajo

condiciones de estrés hidrico.
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4.5CONCLUSIONES

Los tratamientos de acido glutamico en hojas de lima ‘Persa’ en condiciones de
estrés hidrico afectaron la concentracion de prolina y la actividad enzimatica de

la ascorbato peroxidasa y la catalasa.

La catalasa present6 una disminucion en su actividad en las plantas de los tres
tratamientos comparados con el testigo y entre tratamientos los valores promedio
no presentaron diferencia significativa. La actividad enzimética de la ascorbato
peroxidasa presenté una tendencia similar, en el testigo con plantas bien
irrigadas fue donde se encontraron los valores mas altos seguido de los
tratamientos donde se aplic6 acido glutamico. La prolina presento diferencias en
plantas de dos tratamientos al ser comparados con el testigo. El tratamiento con

plantas bien irrigadas fue en el que se encontré mayor concentracioén de prolina.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES GENERALES

La absorcion del acido glutamico fue por la cuticula, pasando por las capas de
ceras epicuticulares y en el envés se observd como se extendid por el
parénquima esponjoso. En el caso de la arginina a los 60 minutos se encontraba
en la cuticula y a los 120 minutos en células de epidermis para posteriormente
encontrarse en los tejidos de conduccion (180 min). El acido aspartico a
diferencia de los otros aminoacidos evaluados presenté una ruta de absorcion
diferente. A los 120 minutos se encontré en la cuticula y a los 180 minutos
entrando a la hoja por los estomas.

Velocidad de absorciéon

Los aminoécidos, aplicados via foliar fue estadisticamente diferente. El acido
glutamico fue el que alcanz6 la mayor velocidad, seguido de la arginina y por
altimo el acido aspartico. Asi mismo, los colorantes utilizados para rastrear la ruta
de absorcion se comportaron de manera diferente con cada uno de los

aminoéacidos.

Los tratamientos de acido glutdmico en hojas de lima ‘Persa’ en condiciones de
estrés hidrico afectaron la concentracion de prolina y la actividad enziméatica de

la ascorbato peroxidasa y la catalasa.

Asi mismo, los colorantes utilizados para rastrear la ruta de absorcion se
comportaron de manera diferente con cada uno de los aminoéacidos, en la
solucion con calcofluor la velocidad mas rapida fue con el acido glutamico, para
el caso de la safranina, naranja G y rodamina la combinacién con acido aspartico
obtuvo la mayor velocidad. La arginina obtuvo los valores promedio en la solucién

de safranina y naranja G.

La catalasa present6 una disminucion del 47% en la actividad en las plantas de

los tres tratamientos comparados con el testigo y entre tratamientos los valores

54



promedio no presentaron diferencia significativa. La actividad enzimatica de la
ascorbato peroxidasa presenté una tendencia similar 57% de disminucion en
comparacion con el testigo que fue donde se encontraron los valores mas altos
seguido. La prolina presentd diferencias en plantas de dos tratamientos al ser
comparados con el testigo. El tratamiento con plantas bien irrigadas fue el que

obtuvo mayor concentracion de prolina.
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