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RESUMEN

APLICACION FOLIAR DE ACIDO GLUTAMICO EN PLANTAS DE JITOMATE
Serna-Rodriguez J. R.1; Castro-Brindis R.%; Colinas-Le6n M. T.= Sahagun-
Castellanos J.2; Pérez-Grajales M.?

El acido glutamico es un aminoacido que participa en diversos procesos
metabdlicos vegetales. El objetivo fue determinar si la aplicacion foliar de acido
glutamico produce un mejor desarrollo de la planta de jitomate y un incremento
en la produccién de frutos. El experimento fue desarrollado bajo condiciones de
invernadero e hidroponia, las variables en las cuales hubo respuesta positiva a
la aplicacion de acido glutamico fueron: contenido de clorofila b, peso de frutos

frescos, peso de frutos secos y actividad de la enzima glutamina sintetasa.

Palabras clave: Lycopersicon esculentum, absorcién de nitrégeno, asimilacion

de nitrégeno.
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ABSTRACT

FOLIAR APPLICATION OF GLUTAMIC ACID TO TOMATO PLANTS
Serna-Rodriguez J. R.1; Castro-Brindis R.% Colinas-Leén M. T.%; Sahagun-
Castellanos J.%; Pérez-Grajales M.2

The glutamic acid is an amino acid that is involved in some plant metabolic
nrocesses This study was conducted to determine if the foliar application of
glutamic acid produces a better development of the tomato plant and an
increment in fruit production. The experiment was developed under greenhouse
and hydroponics conditions, the variables in which there was positive response
to the application of glutamic acid were: chlorophyll b content, fresh weight of

fruits, dry weight of fruits and activity of the enzyme glutamine synthetase.

Key Words: Lycopersicon esculentum, nitrogen absorption, nitrogen

assimilation.

'Student Master Science. Posgrado de Horticultura. Departamento de Fitotecnia.
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1. INTRODUCCION

El acido glutdmico es un aminoacido. Los aminoacidos exdgenos pueden
ser absorbidos e incorporados por las plantas tanto por la via radical como por
la foliar e integrarse asi al metabolismo vegetal (Arjona et al., 2004). El uso de
los fertilizantes foliares en la agricultura comercial es una técnica que provee los
nutrimentos que requiere el cultivo como suplemento a la fertilizacion del suelo
(Trejo-Téllez et al., 2007). El acido glutamico no es un nutrimento, sin embargo,
la aplicacion foliar de este aminoacido puede ser positiva para las plantas ya
que participa en procesos metabodlicos importantes entre los que se encuentran
la asimilacion del amonio y procesos de transaminacion.

El objetivo del presente estudio es determinar el efecto de la aplicacion
foliar de acido glutamico en el desarrollo y produccion de plantas de jitomate
(Lycopersicon esculentum Mill.). La hipétesis es que la aplicacion foliar de acido
glutamico provoca un mejor desarrollo en las plantas, ya que al entrar al

metabolismo se produce un incremento en la produccion de frutos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Tomate.

El tomate es la segunda hortaliza mas cultivada en el mundo, la primera
es la papa (Solanum tuberosum L.). El tomate pertenece al género
Lycopersicon, especialmente L. esculentum, que es cultivado por su fruto
comestible. El género Lycopersicon de la familia Solanaceae se cree que tiene
su origen en la franja costera del Oeste de Sudamérica, desde el Ecuador hasta
cerca de los 30° de latitud Sur. La especie es nativa de Sudamérica,
particularmente de Perd y de las Islas Galapagos. Fue originalmente
domesticada en México. A mediados del siglo XVI, el tomate fue introducido en
Europa, principalmente presentado en herbarios. Fue cultivado por la belleza de
su fruta, no fue consumido con regularidad, excepto en Italia y Espafia. Se
pensaba que la fruta era venenosa como su pariente la belladona (Atropa
belladonna L.). A pesar de que era nativo del Nuevo Mundo, el tomate fue
introducido de nueva cuenta en América desde Europa en el siglo XVIII (Jones,
1999).

El tomate es una hierba perenne, pero es usualmente cultivada de
manera anual en regiones templadas, ya que muere a causa del frio.
Originalmente tuvo un habito de crecimiento indeterminado, produciendo tres
nudos entre cada inflorescencia, pero las variedades determinadas tienen forma

de arbusto, lo cual le permite a la planta producir brotes laterales que terminan



en grupos de frutas. Las variedades determinadas tienen menos de tres nudos
entre las inflorescencias, los tallos finalizan en una inflorescencia, y producen
frutos que son cosechadas mecanicamente con facilidad y que se usan

principalmente para su procesamiento (Jones, 1999).

2.2 Produccion en el invernadero.

En el invernadero, la planta de tomate puede ser mantenida por periodos
de 6 a 9 meses, o0 aun mas, orientando la planta hacia arriba enroscandola en
un soporte vertical, removiendo las hojas viejas cuando los racimos de frutos
mas bajos son cosechados, y bajando el tallo principal de la planta para
mantenerla al alcance de los trabajadores. Este proceso puede ser mantenido
mientras la planta tenga crecimiento activo, y se encuentre libre de
enfermedades y otros estreses.

En el invernadero es posible controlar el ambiente y otros factores que
afectan al buen desarrollo de la planta, y consecuentemente mantenerla
productiva un largo periodo de tiempo (Jones, 1999).

Los factores que afectan en mayor medida la produccion de tomate en
invernadero son: intensidad y duracién de la luz, nivel de diéxido de carbono
(CO,), temperatura y humedad, control de plagas y enfermedades, manejo
nutrimental durante toda la vida de la planta, caracteristicas varietales y

habilidad en el manejo, requerida para producir plantas rendidoras y con buena

calidad de frutos (Jones, 1999).



2.3 Fertilizacion foliar.

La fertilizacién foliar se ha convertido en una practica comun e importante
para los productores, porque corrige las deficiencias nutrimentales de las
plantas, favorece el buen desarrollo de los cultivos y mejora el rendimiento y la
calidad del producto (Trinidad-Santos y Aguilar-Manjarrez, 2000).

En la actualidad se ha incrementado el uso de los fertilizantes foliares en
la agricultura comercial, ya que proveen los nutrimentos que requiere el cultivo
como suplemento a la fertilizacion del suelo (Trejo-Téllez et al., 2007). La
fertilizacion foliar puede contribuir en la calidad y en el incremento de los
rendimientos de las cosechas, y muchos problemas de fertilizacion al suelo se
pueden resolver facilmente mediante la fertilizacion foliar. La hoja tiene una
funcidon especifica de ser una fabrica de carbohidratos, pero por sus
caracteristicas anatémicas presenta condiciones ventajosas para una
incorporacion inmediata de los nutrimentos a los fotosintatos y la translocacién
de éstos a los lugares de mayor demanda (Trinidad-Santos y Aguilar-Manjarrez,
2000).

Para el buen éxito de la fertilizacion foliar es necesario tomar en cuenta
tres factores, la planta, el ambiente y la formulacién foliar. En relacion a la
formulaciéon foliar es importante la concentracion de la sal portadora del
nutrimento, el pH de la solucion, la adicion de coadyuvantes y el tamarfio de la
gota del fertilizante liquido. Del ambiente se debe de considerar la temperatura
del aire, el viento, la luz, humedad relativa y la hora de aplicacion. De la planta

se ha de tomar en cuenta la especie del cultivo, estado nutricional, etapa de



desarrollo de la planta y edad de las hojas (Trinidad-Santos y Aguilar-Manjarrez,

2000).

2.4 Rutas y mecanismos de fertilizacién foliar.

Penetracion a través de cuticula. En la fertilizacion foliar la cuticula es la
estructura que primero entra en contacto con la solucién fertilizante; es decir, es
la primer barrera para el proceso de penetracion foliar. El modelo conceptual
mas simple que explica la penetracion via cuticula por una molécula no cargada
es el de la membrana sorcién-difusion. Las moléculas permeadas son sorbidas
en un lado de la membrana (exterior), difunden a través de la membrana y son
desorbidas en el otro lado (interior). Este modelo explica perfectamente |a
permeabilidad de la cuticula a sustancias organicas no electroliticas (no
cargadas).

La penetracion a nivel de la cuticula la determinan factores como
gradientes de polaridad, de carga, y quimicos, la presencia de espacios
interreticulares y espacios libres. La penetracion de iones organicos o
inorganicos depende de la carga del ién. -la penetracion de cationes es mas
facil- . La adsorbilidad es una funcién de la valencia y del radio i6nico. A mayor
valencia y mayor radio i6nico, mayor adsorcion.

Penetracién a través de ectodesmos. Los ectodesmos son
estructuras finas en las paredes exteriores de las células epidérmicas, las

cuales se extienden desde la cuticula y hasta la pared celular, por lo que




representan una conexion casi directa del protoplasto con el medio exterior, por
lo tanto estas estructuras se han involucrado en la penetracion foliar.

Los ectodesmos abundan en el estoma, alrededor de las células guarda,
sobre las paredes anticlinales de las células epidérmicas y alrededor de los
tricomas glandulares localizados exactamente arriba de las nervaduras (Trejo-
Téllez et al., 2007)

Los estudios han demostrado que los nutrimentos en solucion si son
absorbidos aunque no en toda la superficie de la cuticula foliar, pero si, en
areas puntiformes las que coinciden con la posicion de los ectodesmos que se

proyectan radialmente en la pared celular (Trinidad-Santos y Aguilar-Manjarrez,

2000).

2.5 Aminoacidos.

Los aminoacidos son los precursores moleculares de las proteinas (Berg
et al., 2002). Segun la posicion del grupo NH, se distingue entre a-
aminoacidos, B-aminoacidos, y-aminoacidos, etc. Los de mayor importancia son
los a-aminoacidos, componentes fundamentales de las proteinas (Beyer vy
Walter, 1987).

Un a-aminoacido consta de un atomo de carbono central, llamado
carbono a, unido a un grupo amino, un grupo acido carboxilico, un atomo de
hidrégeno y un grupo R caracteristico. El grupo R se denomina habitualmente

cadena lateral. Con cuatro grupos diferentes conectados al atomo de carbono



a, los a-aminoacidos son quirales, las dos formas especulares (Figura 1) se

llaman isbmero L e isomero D (Berg et al., 2002).

H

-

R

MH7

Figura 1. Formas quirales de los aminoacidos, a la izquierda isémero L, a

la derecha isomero D.

Solamente los aminoacidos L son constituyentes de las proteinas.
Aunque se ha empleado un enorme esfuerzo para entender por qué los
aminoacidos de las proteinas tienen esta configuracion absoluta, todavia no se
na llegado a una explicacion satisfactoria. Parece probable que la seleccién de
L sobre D fuese arbitraria bero, una vez realizada, se fijo en la historia evolutiva
temprana (Berg et al., 2002)

Para casi todos los aminoacidos el isomero L tiene una configuraciéon S
(en vez de R). La direccion contraria a las agujas del reloj de los sustituyentes

de mayor a menor prioridad (Figura 2) indica que el centro quiral es de

configuracion S (Berg et al., 2002).
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Figura 2. Configuracion S de los aminoacidos.

2.6 Absorcion y asimilacion del N.

Los dos procesos bioldgicos por los que el nitrogeno inorganico es
convertido en nitrégeno organico, son la fijacion del nitrogeno molecular (N;) y
la asimilacion del nitrato (NO3'). La asimilacién del nitrato consta de tres etapas:
1) absorcion; 2) reduccion de nitrato a amonio; y 3) incorporacion del amonio a
esqueletos carbonados para la sintesis de aminoacidos, proceso que recibe el
nombre especifico de asimilacién del amonio (Maldonado et al, 2000).

En la asimilacion del nitrato (NO3), éste es convertido a una forma de
alta energia (NOy), entonces toma una forma de mayor energia (NH,"), v
finalmente se convierte en el nitrogeno del grupo amida de la glutamina. Este

proceso consume el equivalente a 12 ATP por nitrégeno. Figura 3 (Taiz y

Zeiger, 2003).
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Figura 3. Resumen de los procesos involucrados en la asimilaciéon mineral

de nitrégeno (Tomado de Taiz y Zeiger, 2003).

Las plantas como las leguminosas forman relaciones simbiéticas con
bacterias fijadoras de nitrégeno para convertir el nitrégeno molecular (N2) en
amoniaco (NH3;). El amoniaco es el primer producto estable de la fijacion del N,
en el pH fisiolégico el amoniaco es protonado y convertido a i6n amonio (NH4").
El proceso de la fijaciéon biologica del N, junto a la subsecuente asimilacion del

NH3 en aminoacidos, consume cerca de 16 ATP (Taiz y Zeiger, 2003).

2.6.1 Absorcion del Nitrato.

La absorcion del nitrato por la planta disminuye a bajas temperaturas, en
anaerobiosis y en presencia de inhibidores de la respiracién, lo que demuestra
que es un proceso dependiente de energia metabdlica.

Muchas especies vegetales muestran dos sistemas de absorcion de

nitrato. El primero de ellos, inducible por nitrato, tiene una alta afinidad por ese



anion (Kn < 100uM) y se satura a concentraciones externas inferiores a 1mM.
El segundo, que es especialmente operativo a concentraciones externas de
nitrato superiores a 1mM, no muestra cinética de saturacion (Figura 4)

(Maldonado et al, 2000).
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w e
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2
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O Km 1mM

c20u CONCENTRACION DE NITRATO

Figura 4. Sistemas de absorcion de nitrato. En el primero de ellos se
observa una clara actividad tipo enzima, en el segundo no se muestra

cinética de saturacion (Tomado de Taiz y Zeiger, 2003).

Todo ello sugiere que el primer sistema esta constituido por permeasas y
el segundo por canales i6nicos (Figura 5). Las medidas de los cambios que
experimenta el potencial de membrana de las células de la raiz durante la
absorcién del nitrato, y su dependencia del pH externo, han permitido proponer

que el nitrato es transportado al interior celular mediante un mecanismo

10



simporte 2H'/NOj3". El gradiente de potencial electroquimico de H* a través del
plasmalema es mantenido por una H'-ATPasa que transporta
unidireccionalmente H* al exterior con la energia del ATP proveniente de la

respiracién de células de raiz (Maldonado et al, 2000).

NlTRATQ\ 2 HE’DRIOGENOS
i ]

N : o
N/ CANALIONICO Q’ O

&

NITRATO

SIMPLE DIFUSION o X!
PERMEASA

Figura 5. Canal iénico y proteina permeasa, ambas dtiles en la absorcion

de nitrato (Tomado de Taiz y Zeiger, 2003).
2.6.2 Reduccion de nitrato a amonio.

Nitrato y amonio son las principales fuentes de N para las plantas. Bajo
condiciones normales, aireadas, el nitrato es la principal fuente de N. El nitrato
es rapidamente movil en las plantas, y puede ser almacenado en vacuolas, pero

para que el nitrato pueda ser usado en la sintesis de proteinas y otros

11



compuestos organicos debe ser reducido a amonio. La nitrato reductasa
convierte el nitrato en nitrito en el citoplasma. Todas las células vegetales
vivientes tienen la capacidad de reducir el nitrato a nitrito, usando la energia de
la fotosintesis y la respiracion (NADPH y NADH) en los tejidos verdes, y de la
respiracion en los tejidos radicales y tejidos no verdes. La nitrito reductasa, la
cual se localiza en cloroplastos, reduce el nitrito en amonio, usando la energia y

reductantes de fotosintesis (ferredoxina reducida) (Barker y Pilbeam, 2007).

2.6.3 Nitrato reductasa.

=1 primer paso de la reduccién de nitrato a nitrito ocurre en el citoplasma.

NO; + NAD(P)H +H" +2¢° | NO; + NAD(P)* + H,0

El nicotinamida nucleétido reducido (NADH o NADPH) funciona como
fuente de electrones para la reduccién (Conn et al.,2006).

La reduccion del nitrato requiere molibdeno como cofactor. Dos
electrones se ftrasfieren al nitrato (Estado de oxidacion +5) y lo convierten en
nitrito - (Estado  de  oxidacion +3). La respiracion es la fuente de piridin
nucledtidos en las raices, y también, junto con la fotosintesis pueden ser fuente

en tallos (Barker y Pilbeam, 2007).
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2.6.4 Nitrito reductasa.

La nitrito reductasa cataliza la reducciéon de nitrito a amonio en una
reaccion de 6 electrones que son suministrados por la ferredoxina reducida. Se
encuentra en hojas y raices. Localizandose exclusivamente en cloroplastos y

plastidios (Maldonado et al., 2000).

Nitrito + Ferredoxina reducida —® Amonio + Ferredoxina oxidada.

En las hojas, la reduccién del nitrito a amonio implica la transferencia de
6 electrones. Los intermediarios como el acido hiponitroso (H2N2O3) o la
hidroxilamina (HONH,), no son liberados, y la reduccién toma lugar en una sola
transferencia. La gran transferencia de energia y el poder de reduccion
requeridos para esta reaccion se facilita debido a procesos localizados en los
cloroplastos. En las raices, una ferredoxina (proteinica) puede funcionar, vy la
energia para la reduccién es proveida por la glicolisis (respiracion). Figura 6.
Tambien es posible que la energia reductora provenga de NADPH (Conn et al.,
2006).

En las plantas, las raices y tallos son capaces de metabolizar nitrato, y la
proporcion de nitrato reducido en las raices depende de la especie, edad,
cantidad de N, temperatura, y otros factores ambientales (Barker y Pilbeam,

2007).

La asimilacién de nitrato es un proceso que consume energia. Se usa el

an
1

equivalente de 15 moles de ATP por cada mol de nitrato reducido. La



asimilacion de amonio requiere 5 ATP adicionales por mol (Barker y Pilbeam,
2007). Taiz y Zeiger (2003) mencionan que se consumen 12 a 17 ATP por
nitrégeno asimilado. Es probable que se consideren distintas situaciones en las
reacciones propias del metabolismo vegetal.

En las raices, hasta el 23% de la energia de la respiracién puede ser
usada en la asimilacién de nitrato, comparado con 14% en la asimilaciéon del
amonio. Sin embargo, el nitrato puede ser almacenado en las células sin
producir efectos téxicos, pero el amonio es toxico aln a bajas concentraciones
y debe ser metabolizado en combinaciones organicas. Consecuentemente, el
metabolismo del amonio para detoxificacion puede mermar mas reservas de

carbono que una acumulacién de nitrato (Barker y Pilbeam, 2007).

Ltuz
Ferradoxina H?

(reducida) NO.-
/ \ o /" Nitrito
'Reacciones de !uz ‘

Fess -———-—--«)
en fotosintesis ,. s e 1

Glicélisis \ / Nitrito reductasa \ NH*
(&n raices) Ferredoxina Amonio
- {oxidada)

Figura 6. Modelo para el acoplamiento del flujo de electrones de
fotosintesis o de glicolisis a la reduccién del nitrito via la nitrito reductasa

(Tomado de Taiz y Zeiger, 2003).

La nitrito reductasa posee una proteina de hierro (hemo), que interviene

en el proceso de reduccion (Conn et al., 2006).
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En resumen: la reduccién de nitrato a amonio tiene lugar mediante dos
reacciones consecutivas (Figura 7), primero el nitrato es reducido a nitrito por la
enzima nitrito reductasa (NR). Dicha reaccidon consume 2 electrones
suministrados por NADH,. Seguidamente, el nitrito es reducido a amonio por la
nitrito reductasa (NiR) en una reaccion que requiere seis electrones donados

por la ferredoxina (Fd) reducida (Maldonado et al., 2000).

MiF

- «lF’ o TP - (-3

3 § )NDE /\ = :’NH‘I
\l ;/ ~4

NADHq AD BFdreg  BFdpy

+H* + Hy0 +8HY  + ZH,0

Figura 7. Reacciones consecutivas en la reduccion de nitrato a amonio.

2.6.5 Absorcion de amonio.

Aunque el proceso de absorcion de amonio no es completamente
comprendido, es claro que el transporte activo y pasivo puede ocurrir por
diferentes mecanismos.

Para la absorcién activa, el amonio puede ser absorbido a través de un
mecanismo uniporte. Por el contrario, dado que la permeabilidad de la
membrana al NH3 es mayor que al NH,4, una asimilacion pasiva puede ocurrir

por difusion del gas NHs. En la solucion del suelo la distribucion de la relacion
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de NH4 y NH; esta afectada por pH. A pH neutral o acido, mas del 99% del
nitrdbgeno amoniacal esta protonado, es decir en forma de NH4. La mayor parte
del nitrégeno amoniacal absorbido por las plantas es probablemente el
iesultado de la absorcion activa. El mecanismo de la absorcion activa de NHy,
gue no esta claramente establecido, aparenta ser un acarreador regulado, como
indica la cinética de saturacion y la depresion de la absorcion que limitan la

energia metabdlica (Below, 2001).

2.6.5.1 Incorporacion del amonio a esqueletos carbonatados

£l metabolismo del amonio en aminoacidos y amidas es el principal
mecanismo de asimilacion y detoxificacion del amonio. La formacion de acido
glutamico es el puerto de entrada del N a compuestos organicos, y ocurre en
los cloroplastos o mitocondrias. Una enzima involucrada en la asimilacion de
amonio en la mitocondria es la glutamato deshidrogenasa. La asimilacion de
amonio en los cloroplastos usa amonio que es formado de la reduccion de
nitrato a nitrito por la nitrato reductasa y aquel que es liberado en la
fotorrespiracion. Dos enzimas estan involucradas en los cloroplastos, glutamina
sintetasa y glutamato sintasa. La glutamina sintetasa forma glutamina desde
amonio y glutamato. La glutamato sintasa forma glutamato de glutamina y
cetoglutarato. Estas enzimas también son activas en raices y nodulos (fijacion
de Nz). Y asimilan la mayor parte del amonio derivado de la absorcién de
soluciones diluidas, reduccion de nitrato, fijacién de N, o fotorrespiracion

(Barker y Pilbeam, 2007).
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Cuando el amonio entra en la raiz, éste debe ser asimilado dentro de
moléculas orgénicas debido a que pequefios incrementos en su concentracion
pueden facilmente provocar desdrdenes fisioldgicos y metabolicos. En las
plantas superiores asi como también en otros organismos procariotas o
ecuariotas, el amonio es asimilado principalmente a través de la accion del ciclo
GS/GOGAT (ciclo glutamina sintetasa/glutamato sintasa) (Vezina y Margolis,
1990).

La glutamina sintetasa es crucial en el proceso asimilatorio del amonio ya
que cataliza el primer paso en la conversién de nitrogeno inorganico (amonio)

hacia una forma organica (glutamina) (Gonnet y Diaz, 2000).

2.6.6 Glutamina sintetasa (GS)

Una de las dos reacciones clave en la asimilacion del NH; es la
catalizada por la glutamina sintetasa E.C. 6.3.1.2 (O’Neal y Joy, 1973), una

enzima ampliamente distribuida en la naturaleza (Conn et al., 2000).

Amonio + Glutamato + ATP —» Glutamina + ATP +P,.

Esta reaccién (Figura 8) requiere la hidrolisis de un ATP e involucra un
cation divalente tal como Mg®*, Mn?*, 0 Co?* como cofactor. Las plantas tienen
dos tipos de glutamina sintetasa (GS), una en el citoplasma y la otra en los
plastidios de raices o cloroplastos de tallos verdes y hojas. Las forma

citoplasmatica se expresa en la germinacion de las semillas o en los haces
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vasculares de raices y tallos y producen glutamina para el transporte de
nitrogeno intracelular. La GS en los plastidios de las raices genera nitroégeno en
forma de amida para el consumo local, la GS en cloroplastos de brotes
reasimila la fotorrespiracion de NH,4 (Taiz y Zeiger, 2003).

Cuando hay suministro de N-NH,", y con la participacion de a-
oxoglutarato, el N es asimilado directamente en los cloroplastos para formar
glutamato mediante la actividad de la glutamina sintetasa, que se ha localizado
tanto en raices y nédulos, como en tallos, hojas y frutos (Cruz-Flores, et al.,

2005).

2.6.6.1 Aspectos de interés de la glutamina.

La glutamina se aislé por primera vez de una fuente natural (jugo de
remolacha, Beta vulgaris L.) en 1883 por Schulze y Bosshard. Su presencia en
las proteinas habia sido considerada 10 afios antes por Hlasiwetz y Habberman
quienes sugirieron que el amonio presente en los productos de hidrélisis acida
de proteinas fue causado por la hidrélisis de amidas de acido glutamico y acido
aspartico. Sin embargo, no fue sino hasta 1932 que Damodaran logro el
aislamiento de glutamina. Estudios posteriores mostraron que la glutamina esta
ampliamente distribuida en la naturaleza, ya sea como aminoacido libre o
presente en péptidos, ademas la glutamina participa en varias rutas
metabdlicas, por ejemplo: sintesis de purinas, glucosamina, histidina, acido p-
aminobenzoico, asparagina, acido antranilico, fenilacetilglutamina, difosfopiridin

nucledtido, y guanosina 5°-fosfato. La glutamina tiene una funcién significativa
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en el almacenamiento del amonio, y su sintesis desde acido glutamico y amonio
es una de las varias reacciones enzimaticas conocidas en la cual el amonio es
utilizado. La glutamina puede producir amonio directamente por hidrdlisis
enzimatica de su grupo amida, o indirectamente por transaminacion con el

acido a-cetoglutaramico; el correspondiente a-ceto acido (Meister, 1962).

2.6.7 Glutamato sintasa (GOGAT)

Niveles elevados de glutamina en plastidios estimulan la actividad de la
ylutaimato sintasa. Esta enzima transfiere el grupo amida de la glutamina al 2-
oxoglutarato, produciendo 2 moléculas de glutamato. Las plantas contienen 2
tipos de GOGAT: Una acepta electrones del NADH, y otra acepta electrones de

ferredoxina (Fd) (Figura 8).

Glutamina + 2-oxoglutaratos + NADH+H* | 2 glutamatos + NAD"

Glutamina + 2-oxoglutaratos + Fdred > 2 glutamatos + Fdox

El tipo de enzima NADH-GOGAT esta localizado en plastidios de tejidos
no fotosintéticos tales como raices o haces vasculares de hojas en desarrollo.
En las raices el NADH-GOGAT esta involucrado en la asimilacion de NH4+
absorbido de la rizosfera; en los haces vasculares de las hojas en desarrolio, la

NADH-GOGAT asimila glutamina traslocada de raices o de hojas senescentes.

El tipo de glutamato sintasa dependiente de ferredoxina (Fd-GOGAT) se
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encuentra en cloroplastos y sirve en el metabolismo del nitrégeno proveniente
de fotorrespiracion. Las raices, particularmente bajo nutricién con nitrato, tienen
Fd-GOGAT en plastidios. Se cree que la Fd-GOGAT en las raices tiene
funciones de incorporar glutamina generada durante la asimilacién de nitrato
(Taiz y Zeiger, 2003).

La glutamina sintetasa tiene alta afinidad por el amonio y por eso puede
asimilar amonio a bajas concentraciones, tales como aquellas que ocurren de la
reduccién del nitrato. Si la enzima es inhibida, sin embargo, el amonio puede
acumularse en niveles fitotoxicos. La acumulacién de amonio a niveles toxicos
inhibiendo la glutamina sintetasa es el modo de accién del herbicida glufosinato

(Barker y Pilbeam, 2007).

COOH COOH COOH COOH COOH

| | | [
HC — HH, ——-591}--,-:» Ht.i —HH, + c|==o _——-,5-0—6—&)—.. HC —-—;NH;' + HC—MNH,
7 '/-' L
CIHz ATP CADP> C‘Hz cle MADH+ H*  NAD* CH: cluz
'+’ (=] L3
Amonio CH; B C,”z C|"2 Fdeg fd., CIHz Cl“z
N R 7 .
‘NH§ + C—OQ € —NH,) C—0 ¢—Q C—0Q
~ N ] I
[a) [a) 0 [s)
Glutamato Glutamina  2-Oxoglutarato 2 Glutamatos

Figura 8. Asimilacién del amonio en glutamina, y su posible posterior

conversion a glutamato (Tomado de Taiz y Zeiger, 2003).
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2.6.8 Otra ruta de asimilacién de amonio. Acido glutamico deshidrogenasa

(GDH).

La glutamato deshidrogenasa (GDH) cataliza una reacciéon que sintetiza

glutamato (Taiz y Zeiger, 2003).

Amonio + 2-oxoglutarato + piridin nucleétido reducido (NADH, NADPH)

— Glutamato + piridin nucleétido oxidado (NAD, NADP)

Otra ruta metabdlica para la asimilacion del amonio en compuestos
organicos es por acido glutamico deshidrogenasa, la cual es localizada en la
mitocondria. La acido glutamico deshidrogenasa; tiene una baja afinidad por el
amonio y llega a ser importante en la asimilacion de amonio a altas
concentraciones y en un bajo pH en el medio de crecimiento (Figura 9) (Barker

y Pilbeam, 2007).

C‘OOH COOH
(GDH
(D) + Comis wiiget

g

HC—MNH, + HO

|
Amonio ‘i“z NADPIH  NADP)* CIH;
CH; CH2
| |
C—0" C—o0"
I ]
o Q
2-Oxoglutarato Glutamato

Figura 9. Asimilacion del amonio con la ayuda de la glutamato

deshidrogenasa (Tomado de Taiz y Zeiger, 2003).
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2.6.9 Transaminacion.

El amonio puede ser transferidos a un apropiado a-oxacido (a-cetoacido)

para formar un a-aminoacido.

Glutamato + a-oxoéacido — > a-oxoglutarato + a-aminoécido.

La transferencia puede ser también de otros ceto-grupos en las cadenas
de carbono, por ejemplo y-aminoacido o &-aminoacido. Los cetoacidos para la
sintesis de aminoacidos son derivados de fotosintesis, glicélisis, y del ciclo de
los acidos tricarboxilicos, entre otros procesos (Barker y Pilbeam, 2007). Las
enzimas que catalizan estas reacciones son conocidas como
aminotransferasas. Un ejemplo es la aspartato aminotransferasa (Asp-AT)

(Figura 10) (Taiz y Zeiger, 2003).

COOH COOH COOH COOH
Wiy « dmo Hean [ go L,

cluz . CH, énz o éu;

CH, c‘——c»' ?:—-0’ c'nz

(l.——O' (I:!’ ) CI—-O‘

(o) (s}
Glutamato  Oxaloacetato Aspartato  2-Oxogiutarato

Figura 10. Ejemplo de transaminacién (Tomado de Taiz y Zeiger, 2003).
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2.6.10 Sintesis de asparagina.

La asparagina, aislada del esparrago (Asparagus officinalis L.) en 1806,
fue la primera amida identificada. Esta sirve no solo como un precursor de
proteinas, sino que es un compuesto clave en el almacenamiento y transporte
de N a causa de su estabilidad y su alta relacién nitrégeno — carbono (2N a4 C
para asparagina, contra 2 N a 5 C para glutamina 6 1 N a 5 C para glutamato
(Taiz y Zeiger, 2003)

La principal ruta metabdlica para la sintesis de asparagina involucra la

transferencia del nitrogeno amida de la glutamina a la asparagina (Figura 11).

COOH COOH COOH COOH
4 I (AS) l
HC—HNH; + C—NM2 em——) HC—HH, + HC—NH;
| £ v ] |
CIH 2 CIH 2 ATP CADP: CH2 (iH 2
i P
CH, c—o0" =={NH,) CH,

. I | § [
C—(NH,, O C—0"
= I

O
Glutamina Aspartato Asparagina Glutamato

Figura 11. Sintesis de asparagina (Tomado de Taiz y Zeiger, 2003).

La asparagina sintetasa (AS) es la enzima que cataliza esta reaccion, se
encuentra en el citoplasma de las hojas y raices y en los nédulos fijadores de N.
En raices de maiz (Zea mayz L), particularmente aquellas bajo niveles
potencialmente toxicos de amoniaco, el amonio puede reemplazar a la

glutamina como la fuente del grupo amida (Taiz y Zeiger, 2003).
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2.6.11 Importancia del metabolismo del carbono en la asimilacion de N.

La asimilacién del nitrégeno por las plantas es la conversién de nitrégeno
inorganico (nitrato o amonio) en nitrégeno organico (glutamato, glutamina o
asparagina), proceso que requiere poder reductor, ATP y esqueletos
carbonados. El poder reductor y el ATP pueden ser suministrados por las
reacciones luminicas de la fotosintesis o por la glucdlisis y respiracion.
Asimismo, los esqueletos carbonados son proporcionados por la oxidacién de
carbohidratos que, en Uultimo término, son formados por la reduccion
fotosintética del carbono. La asimilacion del nitrégeno es por tanto, un proceso
intimamente conectado al metabolismo del carbono.

La sintesis neta de una molécula de glutamina o de asparagina requiere
la reduccion y asimilacion de dos moléculas de nitrato y el aporte de una
molécula de 2-oxoglutarato o de oxalacetato, respectivamente como esqueletos
carbonados. Dichos oxoéacidos, o precursores de los mismos, provienen del
ciclo de los acidos tricarboxilicos.

La asimilacion de amonio origina, pues, un flujo de carbono desde
carbohidratos hasta aminoacidos. En ausencia de fotosintesis el almidon o la
sacarosa pueden suministrar dicho carbono. En la luz, los azucares que se
sintetizan en el ciclo reductivo de las pentosas fosfato constituyen la fuente
ultima de esqueletos carbonados para sustentar la sintesis de aminoacidos. Asi
pues, en los tejidos fotosintéticos, el carbono asimilado se reparte entre la
formacion de carbohidratos y la sintesis de aminoacidos. El flujo de carbono

organico hacia una u otra via se modula a través de la regulaciéon de enzimas
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claves de ambas rutas en respuesta, principalmente a la luz y a la disponibilidad

de carbono y nitrégeno (Maldonado et al., 2000).

2.6.12 Conexion de Glutamato y Aspartato al Metabolismo.

El ciclo de Krebs cumple dos funciones elementales: la sintesis de NADH

y la formacion de precursores de la sintesis de aminoacidos (Figura 12) (Ribas-

Carb6 y Gonzalez-Meler, 2000).
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Figura 12. Relacion del ciclo de Krebs con glutamato y aspartato (Tomado

de Ribas-Carbé y Gonzalez-Meler, 2000)
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El glutamato estd a un solo paso metabdlico para la formaciéon de o-
cetoglutarato, o la formacién de aspartato. El a-cetoglutarato es una molécula
que participa directamente en el ciclo de Krebs, mientras que el aspartato
puede convertirse en oxalacetato, otra molécula participante del ciclo de Krebs.

Por otro lado, el glutamato puede dar lugar a la formacién de glutamina o
de proteinas, y también es posible que entre en la ruta metabdlica de la

formacion de la molécula de clorofila.

2.7 Transporte del N absorbido y asimilado.

El nitrato absorbido por la raiz puede ser reducido y asimilado en la
misma raiz o ser transportado a la parte aérea de la planta, en donde es
asimilado. Cuando en el suelo exista amonio, éste puede ser también
absorbido; no obstante, al ser bastante toxico, la mayoria de las plantas evita su
acumulacioén incorporandolo rapidamente en aminoacidos. Parte del nitrégeno
asimilado en la raiz es exportado a la parte aérea, principalmente en forma de
glutamina y asparagina.

Del total del nitrato absorbido del suelo por la planta, las proporciones
que se asimilan en la raiz o en las hojas dependen tanto de factores externos
como de factores intrinsecos de la misma planta. Asi, si existe una baja
concentracion de nitrato en el suelo, una elevada proporcion es reducida en lIa
raiz, mientras que, si hay suficiente nitrato disponible, la mayor parte es

transportada al vastago, en donde puede acumularse tanto en el tallo como en
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las hojas. Las vacuolas constituyen el principal sitio de almacenamiento de
nitrato.

Otro factor que modifica la distribucion interna de la asimilacién del
nitrato es la edad de la planta. En las primeras etapas de crecimiento, la
contribucion de la raiz es significativa; sin embargo, a medida que la planta se
desarrolla, la reduccion de nitrato desciende en la raiz y aumenta en las hojas.
Cuando la planta entra en su fase reproductora, surgen nuevos requerimientos
de nitrogeno. En efecto, los frutos y las semillas en desarrollo demandan gran
cantidad de nitrogeno organico. En cereales, la mayor cantidad (70-80% del
total) del nitrégeno organico para el llenado del grano proviene de la
degradacion de proteinas de los érganos vegetativos, principalmente de la hoja
bandera. La movilizacién del nitrégeno organico desde las hojas senescentes
hacia las semillas constituye, pues, un proceso muy importante en la economia

del nitrégeno de las plantas (Maldonado et al., 2000).

2.8. La solucion nutritiva.

La composicién quimica de una solucién nutritiva esta determinada por
i) una relacién catiénica mutua
i) una relacién anionica mutua
iii) la concentracion iénica total

iv) pH (Juarez-Hernandez et al., 2006).
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El concepto de relacion mutua entre los aniones NO3', H,PO, y SOy, y
entre los cationes K*, Ca** y Mg®" se baso en que una solucién nutritiva debe
estar regulada en sus macronutrientes contenidos en los iones mencionados
(.e., N, P, K, Ca, etc.). La regulacion nutritiva consiste no so6lo en la cantidad
absoluta de cada elemento aportado sino, ademas, en la relaciéon cuantitativa
que se establece entre los aniones por una parte y los cationes por otra.
Ademas, cuando se aplica la solucién nutritiva en forma continua, las plantas
pueden absorber iones a muy bajas concentraciones. Sin embargo, es probable
que a una concentracion demasiado baja, la demanda minima de determinados
nutrientes no sea cubierta. En el otro extremo de concentracion, el consumo
excesivo puede conducir a efectos toxicos (Juarez-Hernandez et al., 2006)

En una verdadera solucion nutritiva se tienen todos los iones en forma
libre y activa; por lo que el pH es importante para determinar la disponibilidad de
algunos iones; asi por ejemplo, en un pH alto no es posible tener un contenido
alto de iones Ca y POy, debido a la posible precipitacion de ambos compuestos
poco solubles del tipo CaHPO4. El pH es importante para favorecer la presencia
de la forma quimica H,PO4, que es la forma de fosforo mas facilmente
absorbida por las plantas. A pH 5.0 el 100% del P esta en la forma H.PO4 vy al
aumentar el pH dicha forma pasa a HPO,* (PKa2=7.3) alcanzando el 100% a pH
10. El intervalo de pH en el que predomina el ion H2PO, sobre el HPO,* esta
entre 5 y 6. Precisamente entre estos limites se tiene la mejor difusién de
H2PO4" en el espacio libre aparente radical y aumenta si absorcion por parte de

las plantas desarrolladas en hidroponia (Juarez-Hernandez et al., 2006).
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El pH apropiado de una soluciéon para el desarrollo de un cultivo en
nidroponia varia entre 5 y 6. Sin embargo, el pH de una solucién nutritiva no es
estatico sino que varia en funcién de la diferencia en la magnitud de absorcion
de nutrientes por las plantas, en términos del balance de aniones respecto a los
cationes. Cuando los aniones son absorbidos en mayor magnitud, por ejemplo
cuando la fuente de N en la solucion nutritiva es Gnicamente NO3, la planta
excreta aniones OH y HCO3', para contrarrestar las cargas en su interior, lo que

genera un pH alcalino. A este proceso se le llama alcalinidad fisiolégica (Juarez-

Hernandez et al., 2006).

2.9 Determinacion del estado nutrimental de la planta.

La técnica mas ampliamente usada para la determinacion cuantitativa del
nitrégeno total es la de kjeldahl, no obstante tiene el inconveniente de requerir
equipo especializado, y cuando se tiene un gran numero de muestras para
analizar, el gasto de reactivos es excesivo. Otro inconveniente es el tiempo
invertido desde la toma de muestras hasta su preparacion y analisis.

La determinacion de clorofila en tejidos vegetales con acetona es un
meétodo utilizado para estimar el estado nutrimental del cultivo en o que se
refiere al nitrégeno, magnesio y fierro principalmente y conlleva los mismos
inconvenientes y costo que la técnica de kjeldhal.

Se ha reportado que la cantidad de clorofila y de nitrébgeno total

determinados por los métodos tradicionales en leguminosas, gramineas,

frutales y hortalizas presenta una alta correlacién con las unidades SPAD
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medidas con el detector de clorofila Minolta SPAD-501. Existe un modelo
reciente: el SPAD-502 en el cual también se ha demostrado correlacion con el
contenido de nitrdgeno en arroz (Oryza sativa L.), y el cual ha sido calibrado
para maiz (Zea mays L.), pasto festuca (Festuca sp.) y algodon (Gossypium sp.)
(Rodriguez-Mendoza et al., 1998).

Los valores SPAD se basan en el principio de que parte de la luz que
llega a la hoja es absorbida por la clorofila y el resto que se refleja entra en
contacto con la celda detectora del SPAD-502 y es convertida en una sefal
eléctrica. La cantidad de luz captada por la celda es inversamente proporcional
a la cantidad de luz utilizada por la clorofila, la sefial es procesada, y la
absorbancia es cuantificada en valores dimensionales que van de 0 a 199, por
lo que las Unidades SPAD siempre seran las mismas de acuerdo con el tono

verde de las hojas (Rodriguez-Mendoza et al., 1998).

2.10 Clorofila.

La radiacion luminosa proveniente del sol que llega a la Tierra es fuente
de energia primaria para la biosfera mediante el proceso fisioldgico llamado
fotosintesis. Los vegetales son los principales organismos fotosintéticos. En el
proceso de la fotosintesis se distinguen dos fases: una de absorcion y
conversion de energia luminosa en energia electroquimica redox, y otra de

asimilacion de elementos quimicos esenciales para la sintesis biomolecular (De

las Rivas, 2000a).



Las clorofilas participan en la primer fase. Hay dos tipos de clorofila la a y
la b. Son casi idénticas salvo por que en el radical R, del anillo porfirinico la
clorofila a tiene un radical —CHsj, mientras que la clorofila b tiene un —CHO (De
las Rivas, 2000a). La clorofila es parte importante de los fotosistemas. Un
fotosistema esta constituido por una antena asociada a un centro de reaccion.
En las antenas y en los centros de reaccion hay clorofilas (De las Rivas, 2000b).
Existen 2 tipos de fotosistemas el | (o 700) y el Il (o 680). En el Fotosistema |l
hay clorofilas a y b, en el Fotosistema | casi no hay clorofila b. Los dos
fotosistemas actuan en conjunto. El esquema Z (Figura 13) muestra el camino
de la transferencia del electron desde el H,O hasta el NADP* de acuerdo a la
ecuacion 2H,0 + 2 NADP + 8 protones — O, + NADPH + 2H". Para aumentar
la energia de los electrones provenientes la fotolisis del H,O a un nivel
requerido para reducir NADP a NADPH, cada electron debe ser “levantado” dos
veces por los fotones absorbidos por los fotosistemas | y Il. Por cada electron
un foton es requerido en cada fotosistema. Después de la excitacion los
electrones fluyen a través de una cadena de transportadores de electrones. Los
protones se mueven cruzando la membrana del tilacoide produciendo un
gradiente de protones importante para la formacion de ATP. Los electrones son
acarreados entre los fotosistemas por la proteina plastocianina. Para
reemplazar los electrones que se mueven del Fotosistema Il al | las plantas

oxidan agua, produciendo O, (Nelson y Cox, 2005).
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Figura 13. Esquema de Z simplificado del transporte de electrones en la
membrana del tilacoide. Los fotones inciden sobre los fotosistemas 680 o
700, aumentando el nivel de energia del electrén. 680: Fotosistema Il; PQ:
Plastoquinona; cit b6: citocromo b6: cit b: citocromo b; PC: Plastocianina;

700: Fotosistema I; FP: Flavoproteina.
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3. MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizd en un invernadero ubicado en el Campo
Experimental de la Universidad Autébnoma Chapingo, de febrero a agosto de
2007.

Los tratamientos consistieron en aplicaciones foliares de acido glutamico
en dosis de 0.00, 1.25, 2.50, 5.00. 10.00 y 20.00 gL". Se realizaron cinco
aplicaciones, el intervalo entre aplicaciones fue de tres semanas, la primer
aplicacion se realizd6 cuatro semanas después del transplante. Se utilizo la
variedad de jitomate hibrido “Reserva”, el cual es de de crecimiento

indeterminado; su fruto es tipo saladette.

:.1 Diseno experimental.

El experimento se llevd a cabo en un disefio Bloques Completos al azar
con 6 tratamientos y 4 repeticiones, dando un total de 24 unidades
experimentales. Cada unidad experimental constdé de 6 bolsas (macetas) de

plastico con una planta en cada bolsa.

Los tratamientos fueron aleatorizados en las 6 unidades experimentales
> cada bloque, 3 en la linea de la derecha y 3 en la linea de la izquierda

respecto del pasillo central; de acuerdo con el siguiente croquis:

(9]
(US]

I S
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Entre las unidades experimentales se dejaron 2 bolsas de proteccion, y
en el inicio y el final de las lineas se dejaron 3 bolsas.

Para los analisis estadisticos de las variables bajo estudio se utilizaron
los valores obtenidos de la unidad de muestreo por unidad experimental, los
que fueron objeto de un analisis de varianza (ANVA). En los casos en que se
obtuvo significancia estadistica entre tratamientos, se aplico la prueba de

comparacion de medias de DMS a un nivel de significancia del 5% (a=0.05).

3.2 Variables estudiadas.

En todas las variables se realizaron dos muestreos: el primero a los
cuatro dias después de la tercera aplicacion de los tratamientos, y el segundo a
los cuatro dias después de la quinta aplicacion. En el primer muestreo se tomo

una planta entre las seis plantas de la unidad experimental, y en el segundo

muestreo se tomod una planta entre las cinco plantas restantes de la unidad

experimental.
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Altura de planta (cm). La medicion fue tomada con la ayuda de un
flexdbmetro, midiendo desde el cuello de la planta, hasta el meristemo apical de
la misma.

Absorbancia (Unidades SPAD). El equipo utilizado fue el SPAD-502. La
medicion fue realizada en los foliolos intermedios de las hojas de reciente
madurez.

En las mediciones se tomaron dos foliolos por planta, en cada foliolo se
tomaron 2 mediciones. Con lo que se obtuvieron 4 datos por planta. El valor
promedio de estos cuatro datos fue utilizado en el analisis estadistico.

Volumen de tallo (cm®). El diametro de tallo se midio con la ayuda de un
vernier en tres lugares de la planta: 1) a la altura de donde estuvieron los
cotiledones, 2) a la altura de la mitad visual de la planta, y 3) a la altura de la
hoja de reciente madurez. En todos los casos el diametro se tomd de forma
perpendicular a la direccion del peciolo de la hoja mas cercana. De estos tres
datos se obtuvo un didmetro promedio. Se considerd que el tallo tiene una
forma cilindrica. El diametro promedio fue utilizado para calcular el area de la
base del cilindro (tallo). Multiplicando el area por la altura, se obtuvo el volumen
del tallo.

Numero de frutos. Se conto el nimero total de frutos. Se contaron frutos
de cualquier tamano, desde los totalmente formados, hasta los que apenas
iniciaban su formacioén, las flores fueron excluidas del conteo. Los frutos que ya

habian sido cosechados antes del momento de la destrucciéon de la planta

también fueron contabilizados.



Area foliar (cm?). El equipo utilizado fue el Integrador de Area Foliar
LICOR LI-300. Para medir esta variable se tomaron todas las hojas de la planta.
Durante el desarrollo del experimento se realizé una practica llamada “deshoje”,
para eliminar las hojas mas viejas de las plantas, con la finalidad de evitar que
Ins fotosintatos vayan hacia ellas y se dirijan a los frutos y hojas en formacién;
ademas de evitar enfermedades fungosas.

El deshoje no afectd a las plantas evaluadas durante el primer muestreo,
pero las plantas del segundo muestreo si se vieron afectadas, ya que el deshoje
se realizd antes del segundo muestreo. Para poder medir el area foliar, las
hojas que se eliminaron en el deshoje fueron evaluadas y el area foliar obtenida
fue sumada al area foliar proveniente de las plantas evaluadas en el segundo
muestreo. Asi, el area foliar evaluada en los analisis estadisticos es el area
foliar total, aunque parte de las hojas ya no estaban durante el segundo
muestreo.

Peso de frutos frescos (g). Se pesaron frutos de cualquier tamario,
desde los totalmente formados, hasta los que apenas iniciaban su formacion.

Peso de hojas secas (g). Las hojas fueron colocadas en una bolsa de
papel y ésta a su vez en una estufa de secado a 60°C durante 2 dias. Ya secas,
se pesaron en una balanza con capacidad de medir hasta décima de gramo.

Peso de tallos secos (g). Los tallos —y los racimos sin frutos- fueron
cortados en pedazos los cuales fueron colocados en una bolsa de papel y ésta
a su vez en una estufa de secado a 60°C durante 2 dias.

Cuando los tallos estuvieron secos; éstos fueron pesados en una balanza

con capacidad de medir hasta décima de gramo.



Peso de frutos secos (g). Los frutos fueron cortados en pedazos los
cuales fueron expuestos al sol para secarlos. Para quitarles la humedad
restante fueron colocados en una bolsa de papel y ésta a su vez en una estufa
de secado a 60°C durante 2 dias.

Cuando los frutos estuvieron secos, se pesaron en una balanza con
capacidad de medir hasta décima de gramo. Los frutos finalmente pesados
fueron los mismos cuyo peso fresco de frutos ya se habia determinado.

Algunos frutos fueron cosechados antes del segundo muestreo. Estos no
fueron secados en la estufa, sin embargo su peso seco fue estimado a partir del
peso fresco, al cual se le desconté el 95.32% de humedad (valor promedio de
los frutos cosechados en el segundo muestreo destructivo).

Contenido de clorofila en hojas (mg g™). Se utilizaron los foliolos
centrales de las hojas de reciente madurez. Para el caso del segundo muestreo
se utilizaron los mismos foliolos usados para medir absorbancia (Unidades
SPAD). Los foliolos fueron colocados en bolsas de plastico negro para evitar
que siguieran fotosintetizando, y en hielo para bajar la temperatura y por
consiguiente toda actividad metabdlica.

Los foliolos fueron inmediatamente trasladados al laboratorio en donde
‘ucron almacenados a -20°C, hasta su posterior analisis.

Se analizaron dos foliolos de cada planta, a cada foliolo se le tomaron
dos muestras. En total cada planta tuvo cuatro datos de contenido de clorofila,
El analisis se realizé utilizando la metodologia presentada mas adelante.

Actividad de la glutamina sintetasa (UM de y-gHM g™'h™"). Se utilizo Ia

metodologia de andlisis enzimatico propuesta por Alcantar-Gonzalez vy



Sandoval-Villa (1999), con algunas modificaciones, la metodologia se desarrolla

mas adelante.

3.3 Manejo experimental.

3.3.1 Establecimiento del almacigo.

Se utilizaron semillas de jitomate del hibrido “Reserva”, charolas de
propagacioén de 200 cavidades, y peat moss como medio de germinacion. Se
coloco una semilla por cavidad.

El almacigo se regd manualmente todos los dias, evitando la humedad
excesiva y la falta de humedad.

El almacigo se sembroé el 17 de febrero de 2007. Las charolas estuvieron
dentro de un invernadero hasta el momento del transplante.

Se utilizé el fungicida Daconil® para prevenir enfermedades fungosas; y

el insecticida Confidor® para el control de mosquita blanca Bemisia tabaci y/o

Trialeurodes vaporariorum.

3.3.2 Trasplante a bolsas.

El experimento fue realizado dentro de un invernadero de tipo Full Vent,
de 1000 m®. El trasplante a bolsas se realizé el dia 31 de marzo de 2007, 42
dias después de la siembra. Las bolsas fueron de 35 cm altura, 21 cm de largo

v 18 cm de ancho las cuales fueron llenadas con tezontle. Se acomodaron en
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cuatro lineas de 99 bolsas al centro del invernadero. Las lineas de bolsas se
acomodaron de manera que quedo6 un pasillo central de 60 cm, y dos lineas
juntas a los lados de este pasillo. Con una distancia entre bolsas de 50 cm.

Se colocd una planta por bolsa, con el cuello de la planta al nivel del
tezontle. Se utilizo el fungicida Daconil® para prevenir enfermedades fungosas;

v el insecticida Confidor® para el control de mosquita blanca Bemisia tabaci y/o

Trialeurodes vaporariorum.

3.3.3 Sistema de riego.

El sistema de riego se fabricé antes de montar el experimento, éste
consisti6 de un tinaco de 1100 litros marca Cerplastik®, una bomba marca
MILWAKEE® modelo MIL-0B60 de 1/2 HP, un switch marca IGESA® de 50 A
Max 60Hz 120V, manguera de 3/8 de pulgada y goteros marca REX-NETAFIM®
4 L/H.

La manguera fue cortada en trozos de 50 cm, y los trozos fueron unidos
con goteros, quedando una manguera de goteros de 48 metros de largo. Se
hicieron 4 mangueras, una para cada linea de plantas.

Para conectar el tinaco con la tuberia de goteros se utilizo tuberia de

PVC de 1 pulgada.
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3.3.4 Solucion nutritiva.

La solucion nutritiva se compuso de 20 meq de cationes y 20 meq de
aniones. Las fuentes y los meq necesarios de las fuentes de macronutrientes se

presentan en el Cuadro 1.

CUADRO 1. Fuentes utilizadas y cantidad de cada ion para la preparacion

de la solucidén nutritiva.

Fuente NO; H,PO, SO, NH,S cCca" Mg™ K
T e T — e,

(NH,4),SO, 3.6 3.6

KH,PO, 1.45 1.45

MgSO,-7H,0 3.28 3.28

K,SO, .27 3.27

KNO; 1.02 1.02

CaNO;4H,0 7.38 7.38

Total 8.4 145 1015 3.6 7.38 328 574

Las fuentes y las cantidades requeridas para 1100 litros de los

micronutrientes fueron:
Sulfato ferroso 55.0g

Sulfato de manganeso 989
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Sulfato de zinc 2.2g
Sulfato de cobre 2.29

Boérax 119

Las cantidades requeridas para 1100 litros de cada una de las fuentes de

macronutrientes fueron:

Sulfato de amonio 261.369g
Fosfato de potasio 216.92¢g
Sulfato de magnesio 443.78¢g
Sulfato de potasio 312.93g
Nitrato de potasio 113.32g
Nitrato de calcio 957.92¢g

El procedimiento para la preparacién de la solucién nutritiva fue el
siguiente:
1) Colocar agua hasta 80% volumen total del tinaco
2) Acidificar a pH 5.0 con H,SO, al 10%
3) Disolver las fuentes (una por una)
a. Primero sulfatos
b. Luego nitratos
c. Fosfatos
d. Micronutrientes
4) Aforar al 100%

5) Verificar pH 5.0-5.5



El pH se midié utilizando un pH metro marca Hanna® modelo HI-98130.
Las plantas fueron regadas con esta solucion nutritiva tres veces durante
el dia a las 9:00 A.M., a las 2.00 P.M. y a las 5:00 P.M. Cada riego fue de 5

minutos, y se aplicaron aproximadamente 450 ml de solucién nutritiva.

3.3.5 Aplicacion de Tratamientos

Se realizaron cinco aplicaciones de acido glutamico hidroclorado
(CsHgNO4-HCI) al 99.5% de concentracion, el intervalo entre aplicaciones fue de
3 semanas, la primer aplicacion se realizd cuatro semanas después del
transplante.

Antes de la aplicacion de los tratamientos se realizé una “prueba en

blanco” para determinar la cantidad de solucion que debe ser asperjada en las

plantas.

Para la primer aplicacion se utilizé un litro de solucién para asperjar todas
las plantas de cada tratamiento, en la segunda aplicacion se utilizaron dos litros,

y en las tres aplicaciones restantes fueron usados tres litros.

Los calculos y consideraciones para determinar la cantidad de
CsHsNO4-HCI a aplicar para cada tratamiento fueron: a) el producto se
encuentra al 99.5%. b) 100.5025 g de producto contienen 100 gramos de

CsHgNO4-HCI. El peso molecular del CsHgNO,4-HCl es 182.5. E peso molecular
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del CsHgNO, (sin considerar el HCI) es 147.0. Por lo tanto, en 100.5025 g de

producto hay 80.55 g de CsHgNO,.

Para aplicar el primer tratamiento: 1.25 gL'1 de acido glutamico, fueron
necesarios 1.56 gramos de producto por cada litro de solucion preparada. En el
Cuadro 2 se presenta la cantidad de producto necesaria por litro para la

aplicacion de los 6 tratamientos.

CUADRO 2. Cantidad de acido glutamico hidroclorado utilizada en cada

tratamiento.

Tratamiento Descripcion Cantidad de fuente (gL'1)
T1 Testigo 0.00

TZ Acido glutamico (1.25 gL™) 1.56

T3 Acido glutamico (2.50 gL™) i

T4 Acido glutamico (5.00 gL™) 6.24

T5 Acido glutamico (10.0 gL ™) 12.47

6 Acido glutamico (20.0 gL™) 24.95

Para lograr una adherencia adecuada del producto al follaje de las
plantas de jitomate fue utilizado el coadyuvante INEX-A® en dosis de 1 ml por
cada litro de solucién preparada. El equipo de aplicacion utilizado fue Ia

aspersora manual GIBER H-5 con capacidad de 5 litros.



3.4 Metodologia para la medicion de concentracion de clorofila en hojas.

Se utilizé la metodologia descrita por Whitham et al. (1971), con algunas

modificaciones, la metodologia se describe a continuacion.

a) Reactivos empleados

- Foliolos de hojas de jitomate de reciente madurez.

- Acetona al 98%.

b) Procedimiento

Se pesd aproximadamente 0.1 g de material en una balanza con
capacidad de medir hasta diezmilésima de gramo. El valor exacto fue
registrado ya que es importante para los calculos.

El material vegetal fue colocado en un tubo de ensayo de fondo plano de
30 ml.

Al tubo de ensayo se le afiadieron 5 ml acetona al 98%.

El material en el tubo fue mezclado con la acetona con la ayuda de un
homogenizador IKA Labortechnik T25 Basic. Esto permitid que todo el
tejido estuviera en contacto con la acetona.

La muestra fue centrifugada a 15000g y 10°C durante 30 minutos en una
centrifugadora modelo Sorvall RC-58. Esto se hizo para separar el tejido

vegetal de la clorofila.

Despues de centrifugar, se separ6 la fase sélida de la liquida mediante

decantacion.
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e A los 5 ml de acetona y clorofila — ya sin tejido vegetal solido- se les

anadieron 25 ml de acetona al 98% para completar un volumen de 30 ml.

e De estos 30 ml se tomd una muestra a la cual se le midid absorbancia

con el espectrometro Genesys 10uv. Las lecturas se tomaron a 645 y

663nm.

La cantidad de clorofila a, b y fotal presente en el extracto (en mg de

clorofila por g de tejido) se calculd de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

mg clorofilaa [ 12.7(D663)-2.69(D645) |x ¥
g tejido 1000 % W

mg clorofilab | 22.9(D645)~4.68( D663) |x ¥/
g tejido 1000 x W

mg clorofilatotal [ 20.2(D645) ]+[8.02( D663) |x 1/
g tejido B 100x W

Donde:
D = absorbancia o densidad éptica
V = volumen

W = cantidad de tejido fresco.

3.5 Metodologia para la medicién de la actividad de la glutamina sintetasa.

Se utiliz6 la metodologia de andlisis enzimatico propuesta por Alcantar-

Gonzalez y Sandoval-Villa (1999), con algunas modificaciones. La metodologia

fue la siguiente.



a) Reactivos

-Raices de plantas de jitomate.
-Nitrogeno liquido.
-TRIS-(2-Amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanediol).
-2- mercaptoetanol.
-Polivinilpirrolidona (PVP).

-L-acido glutamico.

-Clorhidrato de hidroxilamina (NH,OH).
-ATP.

-Sulfato de magnesio (MgSQy,).
-Cloruro férrico (FeCls).

-Acido tricloroacético (TCA).

-Acido clorhidrico (HCI).

-Hidroxido de Potasio (KOH).

b) Procedimiento
Preparacion de TRIS-HCI pH 7.8 (1 L).

Se prepard medio litro de TRIS 0.1M, y por otra parte, se prepardé medio
litro de HCI 0.01M. Al TRIS 0.1M se le afadio poco a poco HCI 0.01M hasta que

se llegé al pH de 7.8. Después se aforé a 1 litro.

Preparacion de soluciones para el medio de incubacion.
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Debido a que el acido glutamico es poco soluble, es necesario anadir
hidroxido de potasio. Para la preparacion de L-glutamato 0.6M se coloco el
acido glutamico en agua destilada y se agregd poco a poco KOH grado reactivo
hasta lograr la disolucion.

El clorhidrato de hidroxilamina 0.045M, sulfato de magnesio 0.45M vy el

ATP 0.6M no tienen problemas de disolucion.

Preparacion del bloqueador de reaccion.

En un vaso de precipitado con agua destilada se colocaron los reactivos
en el siguiente orden: acido tricloroacético 0.2M, cloruro férrico 0.3M y acido
clorhidrico 0.67M. Se mezclaron perfectamente, después el liquido fue filtrado a

través de papel filtro Whatman No 1.

Manejo de la muestra.

Las raices de las plantas de jitomate fueron lavadas y colocadas dentro
e bolsas previamente identificadas, las bolsas con las raices fueron colocadas
en hielo para su transporte del invernadero al laboratorio. Después las raices
fueron colocadas en un congelador a -20°C, hasta su analisis.

Las partes de la raiz medidas fueron las raices primarias y secundarias
de entre 0.3 a 0.7 cm de diametro. Se procurd que durante el manejo de las
raices, éstas siempre estuvieran a 4°C o menos.

Para cada planta muestreada (raiz muestreada) se pesaron
aproximadamente 3.5 gramos de material fresco. El valor exacto fue registrado

ya que es importante para los calculos posteriores. Se tomaron trozos de
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diversos lugares de la raiz. Las trozos de raiz fueron cortados en trozos mas
pequenos de aproximadamente 2 mm de largo, y éstos fueron macerados en un
mortero con la ayuda de N; liquido. La raiz es un tejido duro por lo que fue
necesario afiadir mas N liquido cuando éste se evaporaba.

A los 3.5 gramos de raices molidas se afiadieron 35 ml de TRIS-HCI
preparado con 12.5 mM de 2-mercaptoetanol y 1% de polivinilpirrolidona.

La mezcla de raices y TRIS-HCI con 2-mercaptoetanol y PVP. fue
mezclada perfectamente en el homogeneizador IKA Labortechnik T25 Basic.

Después el fluido resultante fue colocado en un tubo de centrifuga y fue
centrifugado durante 30 minutos a 13,000g y a 4°C en la centrifugadora Sorvall
RC-58.

El sobrenadante fue extraido del tubo de centrifuga por decantacion y

colocado en un vaso de precipitado que se mantuvo en frio a menos de 4°C

hasta su uso.

Incubacion.

Se prepararon 10 tubos, 5 para la muestra y 5 para el blanco.

Los tubos muestra contenian:
- 0.2 ml de L-glutamato 0.6M

- 0.2 ml de clorhidrato de hidroxilamina 0.045M
- 0.2 ml de MgSQ,4 0.45M

- 0.2 ml de ATP 0.06M

- 0.4 ml de extracto vegetal
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- 0.3 ml de regulador TRIS-HCI.

Los tubos blanco contenian:
- 0.2 ml de L-glutamato 0.6M
- 0.2 ml de clorhidrato de hidroxilamina 0.045M
- 0.2 ml de MgSO4 0.45M
- 0.4 ml de extracto vegetal

- 0.7 ml de regulador TRIS-HCI.

Dado que el pH es importante para la actividad enzimatica; para la
preparacion de medio de incubacion de 5 tubos muestra se siguié el siguiente

procedimiento: en un vaso de precipitado de 10 ml se colocaron los reactivos en

el siguiente orden:

1.0 ml de L- glutamato 0.6M.

- 1.0 ml de Clorhidrato de hidroxilamina 0.045M

1.0 ml de Sulfato de magnesio 0.45M

1.0 ml de ATP 0.06M

1.5 ml de Tris HCI pH 7.8.

Se ajusté pH a 7.8 con KOH 0.5N
Para la preparacion de los 5 tubos blanco se siguid el mismo orden a
excepcion de que no se agregd ATP, y se afiadieron 2.5 ml de Tris HC| pH7.8.

Entonces se obtuvieron dos soluciones de incubacion: una solucion

muestra y una solucién blanco.
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Se agregaron 1.1ml de la solucién correspondiente a los 10 tubos (5 para
la muestra y 5 para el testigo).

A cada uno de los tubos se les agregé 0.4 ml del extracto vegetal y se
incubaron en bafio maria a 30°C durante 10 minutos. En cada tubo el volumen
fue de 1.5 ml.

Al concluir los 10 minutos se afiadié a cada tubo 1.5 ml del bloqueador

de reaccion FeCl; +TCA + HCI.

Toma de datos.

En cada tubo se midi6 la absorbancia a 540nm en el espectrémetro

Genesys 10uv.

Calculos.

La metodologia mide la cantidad de y-glutamil hidroxamato (y-GHM)
formada. La reaccion catalizada por la enzima glutamina sintetasa (GS) para
efectos de esta metodologia es la siguiente:

GS
NH>OH + ATP + Glutamato y-GHM + ADP + P,
Mg**
(Alcantar-Gonzalez y Sandoval Villa, 1999)

Se tomo el promedio de los 5 tubos muestra, al cual se le resté el

promedio de los 5 tubos blanco (valor de absorbancia promedio para esa raiz

en particular).

El coeficiente de extincién molar del y-GHM es:
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0.1 Abssaonm = 0.66 umol y-GHM.
(Alcantar-Gonzalez y Sandoval Villa, 1999)
Es decir, si la diferencia promedio entre los tubos muestra y los tubos

blanco fuera de 0.1, se habrian formado 0.66 micromoles de y-GHM.

Ejemplo.

Valores de absorbancia obtenidos en los tubos muestra: 0.042, 0.043,
0.043, 0.042 y 0.045. Promedio: 0.043. Valores de absorbancia obtenidos en los
tubos blanco: 0.039, 0.041, 0.042, 0.039 y 0.041. Promedio: 0.0404. Diferencia
entre absorbancias promedio: 0.0026.

Si una absorbancia de 0.1 representa 0.66 MM de y-GHM, una
absorbancia de 0.0026 representa 0.01716 MM de y-GHM. Estos 0.01716 uM
de y-GHM se formaron usando 0.4 ml de extracto vegetal, a los 35 ml de de
extracto total preparado corresponden 1.5015 pM de y-GHM. Sin embargo,
estos 35 ml fueron obtenidos de una muestra que pesd 3.4972g de tejido
fresco. Por lo tanto 1.5015 puM de y-GHM corresponden a 3.4972g. Y a un
gramo le corresponden 0.4293uM de y-GHM. Ahora, si se obtuvieron 0.4293uM
de y-GHM en 10 minutos, en una hora se obtendran 2.5760uM de y-GHM.

Por lo que una diferencia de absorbancias de 0.0026 significa que se

produjeron 2.5760 uM de y-glutamil hidroxamato g (materia fresca) h™'.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Primer muestreo.

Los resultados del analisis de varianza mostraron efecto
estadisticamente significativo (a<0.05) sélo para contenido de clorofila b (Cb) y
actividad de la glutamina sintetasa (GS) (Cuadro 3). Lo cual indica que las tres
aplicaciones de acido glutdmico realizadas hasta el momento del primer
muestreo no fueron suficientes para provocar cambios en la mayoria de las
variables evaluadas 6 que estas variables no se ven afectadas por la aplicacion.

De acuerdo con las comparaciones de medias (Cuadro 4). Las mayores
cantidades de Clorofila b fueron las producidas por las dosis de 1.25, 2.50 y

0 00gL™. Lo anterior hace suponer que hasta el momento del primer muestreo
el acido glutamico aplicado foliarmente se encuentre involucrado en la ruta
metabdlica de la clorofila b.

El glutamato es una de las moléculas que inician la ruta metabolica para
la formacion de la clorofila (De las Rivas, 2000a). La clorofila a es la mas
abundante. Sin embargo, la clorofila b actia como antena, conduciendo la
energia que absorbe hacia el centro de reaccion. No estd directamente
involucrada en la transferencia de energia fotosintética, pero sirve para captar

mas luz que puede ser usada en la fotosintesis (De las Rivas, 2000b). Por lo
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tanto la aplicacion de acido glutamico provoca mayor captacion de energia solar
debido a la presencia de mas clorofila b.

CUADRO 3. Cuadrados medios de las variables correspondientes al
primer muestreo de plantas de jitomate asperjadas con diferentes dosis de

acido glutamico.

Tratamientos Bloques Error Total Ccv

GL 5 3 15 23

AP 92.0666 56.1666 108.7333 7.21
VT 1762.2562 207.1105 967.2216 19.58
NF 15.4416 11.7083 440416 26.85
us 18.2476 2.8055 13.0264 6.52
AF 5685098.14  2937146.48 3390636.63 16.69
PFF 106104.1667 7101.3889  81601.389 35.14
PHS 147.5158 104.6280 133.8635 14.80
PTS 5.3114 2.9597 10.3516 13.95
PFS 305.7210 87.6219 204.6272 32.42
PTotS 764.1405 117.4409 335.2483 12.60
CT 0.1908 0.1446 0.0703 10.69
Ca 0.0875 0.0816 0.0410 10.82
Cb 0.0233** 0.0097 0.0043 10.71
GS 1.3060* 0.4331 0.4119 33.80

* Significativo (p<0.05); **: Altamente significativo (p=0.05); CV: Coeficiente de variacién: GL:
Grados de libertad; AP: Altura de planta: VT: Volumen de tallo; NF: Numero de frutos: US:
Absorbancia; AF: Area foliar; PFF: Peso de frutos en fresco; PHS: Peso de hojas secas: PTS:
Peso de tallos secos; PFS: Peso de frutos secos; PTotS: Peso Total de la planta en seco; CT:
Clorofila Total; Ca: Clorofila a; Cb: Clorofila b: GS: Actividad de la glutamina sintetasa.

W
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Por otra parte, la actividad de la glutamina sintetasa (Cuadro 4) es mayor
en el tratamiento testigo (0.00 gL™") que en las dosis de 1.25y 2.50 gL', que a
su vez presentaron mayor contenido de clorofila b. Lo que puede indicar que las
plantas que no recibieron acido glutamico estén trabajando para obtener la
cantidad de nitrbgeno necesario e incorporarlo a las diferentes rutas
metabdlicas, entre ellas la de la formacién de la clorofila b.

Trejo-Téllez et al. (2005) mencionan que las plantas pueden utilizar el
nitrégeno en varias formas: amoniacal (NHs), inorganica (NH;", NO3), organica
(aminoacidos, péptidos, ureica). En su estudio aplicando urea via foliar
realizado en espinaca (Spinacia oleracea L.) encontré una respuesta positiva en
las plantas, ya que el nitrégeno presente en la urea se mueve hacia
compuestos nitrogenados como: aminoacidos, proteinas y clorofila.

Para que el nitrégeno ureico se mueva hacia clorofila primero necesita
convertirse en aminoacidos, entre los cuales esta el acido glutamico. Y el acido
glutamico inicia la ruta hacia clorofila.

En cuanto a las dosis de 5, 10 y 20 gL', se observa gue presentaron la
misma actividad que el testigo, por lo que la dosis ideal para la formacion de

clorofila b en este momento del desarrollo de la planta es de 2.50 gL ™"
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CUADRO 4. Comparacion de medias de las variables contenido de
clorofila b (Cb) y actividad de la glutamina sintetasa (GS)
correspondientes al primer muestreo de plantas de jitomate asperjadas

con seis dosis de acido glutamico.

Tratamiento Cb(mgg”) GS (um y-GHM g™ h™)
0.00 gL~ 0.5170 c” 2.6075 a

1.25gL™ 0.7148 a 14175 b c
2.50gL™ 0.6793 a 1.1225 c

5.00 gL 05568 b ¢ 23050 a b

10.00 gL 06195 a b 17225 a b ¢

20.00 gL’ 05675 b c 22150 a b

Media 0.6091 1.8983

DMS 0.0984 0.9673

“Medias con la misma letra dentro de las columnas son estadisticamente iguales de acuerdo a
la prueba de DMS (p<0.05); DMS: Diferencia Minima Significativa: Cb: Contenido de clorofila b:
mg g mlllgramos por gramo de tejido fresco; GS: Actividad de la glutamina sintetasa; um v-
GHM g’ " h™": micromoles de gamma glutamil hidroxamato por gramo de tejido fresco por hora.

4.2 Segundo Muestreo.

Los analisis de varianza mostraron efecto significativo sélo para peso de
frutos en fresco (PFF), peso de frutos en seco (PST), peso total de Ia planta en
seco (PTotS) y actividad de la glutamina sintetasa (GS) (Cuadro 5). Esto indica
que las cinco aplicaciones de acido glutamico provocan un efecto acumulativo

que se ve reflejado en variables evaluadas relacionadas con el rendimiento.
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En esta ocasion la variable clorofila ya no se vio afectada por los
tratamientos probablemente debido a que al momento del segundo muestreo la
planta presentaba suficiente cantidad de clorofilas a y b. Es posible que la
planta se encontrara en un momento de velocidad de crecimiento foliar menor
que durante el primer muestreo, y asi, la solucién nutritiva era suficiente para
tener las cantidades adecuadas de clorofilas a y b. De hecho, al hacer la
comparacion visual de las medias de los tratamientos (Figura 14) se observa
que la cantidad de clorofila b presente entre los tratamientos durante el segundo
muestreo es muy similar.

Las variables de produccion de fruto (PFF y PFS) y la variable actividad
de la glutamina sintetasa (GS) fueron positivamente afectadas en la dosis de 5
gL (Cuadro 6). El nitrogeno se encuentra presente en aminoacidos, proteinas,
bases nitrogenadas, vitaminas, etc. El fruto de jitomate contiene compuestos
nitrogenados entre los cuales se encuentran proteinas, tiamina, riboflavina,
niacina, vitamina Be (Jones, 1999). Es probable que parte del glutamato
aplicado a las hojas se haya trasladado hacia la raiz, y alli, la enzima glutamina

sintetasa asimilara mas nitrégeno amoniacal el cual sirvio para la sintesis de

estos compuestos en el fruto.
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CUADRO 5. Cuadrados medios correspondientes a las variables medidas

e

durante el segundo muestreo.

Tratamientos Bloques Error Total cv

GL 5 3 15 23

AP 337.1750 92.3750 142.6416 512
vT 1874.0228 787.2407 2176.2379 22 .41
NF 87.6000 86.1111 I6.3777 13.14
us 6.5501 44 2346 11.0566 6.98
AF 10097772.90 4278575.01 6588944.00 14.23
PHS 233.4394 502.7593 223.6343 17.09
CT 0.0174 0.0378 0.0751 9.32
Ca 0.0119 0.0222 0.0378 9.28
Chb 0.0009 0.0024 0.0053 9.67
GS 0.6475* 0.2201 0.1933 20,73
GL" 5 3 14 22

PFF S977227.402* 94814.348 188903.152 12.50
PFS 1498.3099* 874.7504 348.8098 11.49
GL" 5 3 18 21

PTS 58.5533 70.7495 25.5715 12.65
PTotS 2937.2688* 2381.7778  680.4057 9.12

Significativo (p<0.05): **; Altamente significativo (
Grados de libertad; AP: Altura de planta; VT: V

p=<0.05); CV: Coeficiente de variacion; GL:
olumen de tallo; NF: Numero de frutos;

US:Absorbancia; AF: Area foliar; PFF: Peso de frutos en fresco; PHS: Peso de hojas secas:
PTS: Peso de tallos secos: PFS: Peso de frutos secos; PTotS: Peso Total de la planta en seco:
CT: Clorofila Total; Ca: Clorofila a; Cb: Clorofila b; GS: Actividad de Ia glutamina sintetasa. *Los
GL para algunas variables son diferentes debido a datos perdidos.
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Figura 14. Efecto de la aplicacion de acido glutamico foliar sobre el

contenido de clorofila b.

El crecimiento del fruto de jitomate depende del agua, asimilados y
minerales. El principal asimilado del jitomate es la sacarosa (Ho, 1996), el cual
es un carbohidrato que se compone de fructosa y glucosa. Estos carbohidratos
son producidos en fotosintesis, y aunque todos los tratamientos estuvieran
produciendo la misma cantidad de carbohidratos; —debido a que no requieren
mayor cantidad de clorofilas a y b- hay que considerar que la formacién de
glutamato requiere energia (Taiz y Zeiger, 2003), lo que significa consumo de
carbohidratos. Ademas el glutamato tiene varias funciones dentro de la planta,
una es la asimilacion del amonio (Gonnet y Diaz, 2000), pero también puede

servir para la formacién de a-cetoglutarato, un intermediario de ciclo de Krebs
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(Ribas-Carb6 y Gonzalez-Meler, 2000); y es posible que la planta al tener mas
glutamato disponible (el que fue aplicado foliarmente) enviara los carbohidratos
no gastados en la produccion de glutamato hacia el fruto, y por lo tanto se

produjeron frutos con mayor peso.

CUADRO 6. Comparacion de medias de las variables peso de frutos en
fresco (PFF), peso de frutos en seco (PFS), peso total de la planta en seco
(PTotS) y actividad de la glutamina sintetasa (GS) correspondientes al
segundo muestreo de plantas de jitomate asperjadas con seis dosis de

acido glutamico.

Tratamiento PFF (g) PFS (g) PTotS (g) GS(umy-GHMg'h)
0.00 gL 33065 b? 15673 bc 277.81ab 16175 b

1.25gL" 3683.0ab 17327ab  314.82a  2.1150 b

2.50 gL’ 3687.8ab  172.72ab  29273a  1.9700 b

5.00 gL™ 4055.7 a 189.18 a 31744a  28100a

10.00gL" 33468 bc 156.77 bc 27590ab 22375 b
2000gL" 29140 ¢ 13258 ¢ 24598 b 1.9075 b

Media 3474.7 162.42 285.84 2.1095

DMS 917.0 29.10 42.00 0.6593

*Medias con la misma letra dentro de las columna

s son estadisticamente iguales de acuerdo a

la prueba de DMS (p<0.05): DMS: Diferencia Minima Significativa; PFF: Peso de frutos en

fresco; PFS: Peso de frutos se
glutamina sintetasa; ym y-GHM g'1 B

de tejido fresco por hora.

cos; PTotS: Pe

so Total de la planta en seco; GS: Actividad de la
micromoles de gamma glutamil hidroxamato por gramo
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La variable peso total en seco (PTotS) no mostré diferencias entre las
dosis aplicadas de acido glutamico y el tratamiento testigo (Cuadro 6).

Los valores reportados para la actividad de la glutamina sintetasa en
raices de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) son similares a los valores
obtenidos por Cruz et al. (2005), quien trabajé con raices de trigo (Triticum
aestivum L.), triticale (X Triticosecale Wittmack) y maiz (Zea mayz L).

El resto de las variables evaluadas no mostraron efecto, por lo que
significa que la variable no es afectada por la aplicacion de acido glutamico, o
que el efecto no se mostré debido a que la planta se mantuvo en condiciones
de invernadero, evitando cualquier tipo de estrés. Los aminoacidos intervienen
en el crecimiento y desarrollo vegetal, particularmente cuando las plantas estan

sometidas a algun tipo de estrés (Arjona et al., 2004).
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5. CONCLUSIONES

La aplicacion foliar de acido glutamico favorece la formacion de clorofila

El efecto acumulado de la aplicacion de &cido glutamico provoca un

incremento en la actividad de la glutamina sintetasa que se refleja en mayor

produccioén de frutos.
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