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Resumen

La luz es un factor abiético cuya calidad, cantidad y fotoperiodo pueden modificarse
para inducir eustress en las plantas, promoviendo la produccion de metabolitos
especializados y generando cambios en su morfologia (fotomorfogénesis). Se han
evaluado varias combinaciones de integrales de luz diurna (DLIs) y fotoperiodos con
diferentes longitudes de onda, encontrando que varias relaciones de rojo (R) y azul
(B) con la adicion de rojo lejano (FR) al final del dia, por separado, tienen efectos
beneficiosos en el desarrollo de la planta, mientras que la adicién de UV-A mejora la
produccion de metabolitos especializados como los fenoles. Sin embargo, el efecto
de la adicién de horas luz artificial al final del dia con la mezcla de R, B, FR 'y UV-A
no se ha evaluado en plantas de interés comercial. El objetivo de este estudio fue
determinar el efecto de diferentes fotoperiodos utilizando una combinacion fija de R
(625 nm) B (460 nm), FR (720 nm) y UV-A (410 nm) sobre plantulas de jitomate
(‘Saladette’, CORDOBA F1) con el objetivo de aumentar la produccion de metabolitos
especializados y generar cambios beneficiosos en la biomasa y la morfologia de las
plantulas. Se establecieron cuatro tratamientos: TC (Control) con 0 h, T1 con4 h, T2
con 8 h, y T3 con 12 h de luz artificial posterior al atardecer proporcionada por un
modulo LED. Todos los tratamientos recibieron 12 h de luz natural méas las horas de
luz artificial durante cuatro semanas. Las plantulas de T2 tuvieron mayor
acumulacion de biomasa en el tallo que en las hojas, pero menor area foliar, peso
seco de la hoja e indice de salud. Las plantulas de T1 fueron visualmente mas
grandes, pero con un impacto negativo en la acumulacion de biomasa e indice de
salud. La falta de periodos de oscuridad en las plantulas de T3, generd un impacto
negativo en el area foliar y, por tanto, en el area foliar especifica, pero presentaron
una mayor acumulacion de biomasa en la hoja, pero sin diferencia estadisticamente
significativa en la biomasa del tallo en comparacién con TC. Al final del experimento,
la cantidad de contenido fendlico total aumentd en todos los tratamientos en
comparacion con el control, mientras que el contenido de flavonoides disminuyo.
Ademas, la capacidad antioxidante fue mayor en T2 durante las ultimas dos semanas
del experimento. Los resultados se discuten en perspectiva de los parametros de la
calidad en la produccién de plantula para cultivo bajo invernadero.
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Abstract

Light is an abiotic factor whose quality, quantity and photoperiod can be modified to
induce eustress in plants, promoting the production of specialized metabolites and
generating changes in their morphology (photomorphogenesis). Various
combinations of daylight integrals (DLIs) and photoperiods with different wavelengths
have been evaluated, finding that various ratios of red (R) and blue (B) with the
addition of far red (FR) at the end of the day, by separately, have beneficial effects
on the development of plants, while the addition of UV-A improves the production of
specialized metabolites such as phenols. However, the effect of adding atrtificial
daylight hours at the end of the day with the mixture of R, B, FR and UV-A has not
been evaluated in plants of commercial interest. The objective of this study was to
determine the effect of different photoperiods using a fixed combination of R (625 nm)
B (460 nm), FR (720 nm) and UV-A (410 nm) on tomato seedlings (‘Saladette’,
CORDOBA F1) with the aim of increasing the production of specialized metabolites
and generating beneficial changes in the biomass and seedling morphology. Four
treatments were established: CT (Control) with 0 h, T1 with 4 h, T2 with 8 h, and T3
with 12 h of artificial light after sunset provided by an LED module. All treatments
received 12 hours of natural light plus hours of artificial light during four weeks. T2
seedlings had higher biomass accumulation on the stem than on the leaves, but less
leaf area, leaf dry weight and health index. T1 seedlings were visually larger, but with
a negative impact on biomass accumulation and health index. The lack of the
darkness period in the T3 seedlings generated a negative impact in the leaf area and,
therefore, in the specific leaf area, but they presented a greater accumulation of
biomass in the leaf, but without a statistically significant difference in the stem
biomass compared to TC. At the end of the experiment, the amount of total phenolic
content increased in all treatments compared to the control, while the flavonoid
content decreased. Furthermore, the antioxidant capacity was higher in T2 during the
last two weeks of the experiment. The results are discussed in perspective of the
quality parameters in the production of seedlings for greenhouse cultivation.



1. Introduccion

La agricultura protegida ha crecido en México a medida que los productores han
tomado conciencia de los beneficios en produccion, calidad, control de plagas y
riesgo del cambio climatico. El cultivo del tomate rojo es el cuarto en importancia por
su contribucion en el valor de la produccién agricola primaria en México. En 2017,
participd con 4.3 por ciento del total, después del maiz grano (17.1%), el aguacate
(6.8%) y la cafia de azUcar (6.5%). La produccién de jitomate bajo invernadero pasoé
de 733,178 toneladas en 2010 (32.2% del volumen total), a 2.2 millones de toneladas
en 2017 (63.3% del volumen total). De acuerdo con datos del SIAP, 35.7% de la
superficie sembrada con agricultura protegida en 2017 en México correspondié a
tomate rojo. Le siguieron en importancia las berries: fresa, frambuesa y arandano
(30.8%), el pepino (11.6%), el pimiento (9.2%) y las ornamentales (4.9%),
principalmente (FIRA, 2019).

Debido a la importancia del cultivo del jitomate, es primordial conocer los factores
gue condicionan el potencial de su produccién, siendo la fase de plantula el primer
paso para asegurar una buena produccién bajo invernadero. Por otra parte, el
jitomate es producido durante todo el afo, y debido a su importancia dentro de la
produccion horticola, las plantulas son principalmente producidas bajo condiciones
controladas a larga escala para cumplir con la creciente demanda, donde la luz
suplementaria ha sido utilizada como medio para mejorar su crecimiento y obtener
produccién atemporal con calidad uniforme. (Fan et al., 2013; Kozai, 2007). Por otra
parte, las plantulas de esta especie han sido tomadas como modelo experimental
para diversas investigaciones, entre las que destaca la exposicion a diversas
longitudes de onda y valores de integral diaria de luz (DLI), las cuales han producido

resultados prometedores.

Dentro de la horticultura se ha desarrollado tecnologia con la finalidad de establecer
condiciones 6ptimas de luz para los cultivos. El uso del diodo emisor de luz (LED) ha

marcado grandes avances sobre la iluminacion agricola en interiores. Los LEDs



permiten el control de la composicion espectral y ajuste de la intensidad luminosa,
ademas tienen la capacidad de producir altos niveles de luz con una baja potencia
calorifica radiante y poseen una vida util prolongada. Los LEDs no contienen
electrodos y por lo tanto no se queman como las bombillas incandescentes o
fluorescentes que deben reemplazarse periédicamente, consumen mucha energia
eléctrica y generan calor (Yeh y Chung, 2009). La presente investigacion tiene como
objetivo utilizar esta tecnologia como medio para la extension de las horas de luz en
el fotoperiodo para produccion de plantula de jitomate, con la expectativa de
incrementar la cantidad de metabolitos secundarios y obtener cambios benéficos en

la morfologia y acumulacion de biomasa.

2. Revision bibliogréafica

2.1 Antecedentes

Las condiciones de luz (calidad, intensidad y fotoperiodo) son unas de las variables
ambientales mas importantes ‘para la regulacién del crecimiento, desarrollo y
acumulacion de fitoquimicos en plantas, sobretodo de aquellas que crecen en
ambientes controlados; ademas, con el desarrollo de la tecnologia LED, la regulacion
de luz se ha facilitado para proveer de condiciones ideales de luz para las plantas
(Bian et al., 2015)

Las plantas, ademas del metabolismo primario, poseen uno secundario que les
permite producir compuestos que forman parte de la respuesta quimica a estrés
(Sepulveda-Jiménez et al., 2003), y ademas, tienen diferentes usos y aplicaciones
como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros
(Garcia y Carril, 2011). La biosintesis, metabolismo y acumulaciéon de fitoquimicos
es afectado por condiciones ambientales (Bian et al., 2015). Se ha demostrado que
la exposicion a diferentes niveles de luz y temperatura puede influir positivamente en

la sintesis de flavonoides en las plantas (Santos et al., 2014), confiriendo proteccion



a los tejidos vegetales contra los rayos UV (Pavarini et al., 2012). Los compuestos
fendlicos de las plantas tienen un gran beneficio en la salud humana al tener
propiedades antioxidantes (Santos et al., 2014). Los principales compuestos que
tienen actividad antioxidante son: carotenoides, fosfolipidos, tocoferoles (Vitamina
E), vitamina C, pigmentos, asi como los compuestos fendlicos, los cuales interfieren
con el proceso de oxidacion al reaccionar con radicales libres, los cuales quelan
metales cataliticos y capturan el oxigeno (Gonzélez-Jiménez, 2012). Algunos de
ellos se encargan de la coloracion de flores y frutos, confieren proteccion contra
patdgenos, entre otras caracteristicas (Masa, 2011). Los flavonoides son los fenoles
mas ampliamente conocidos y distribuidos en las plantas. Se ha demostrado que la
exposicién a la luz o a la temperatura de las plantas o vegetales puede influir en la
sintesis positiva de flavonoides (Santos et al., 2014),-asi como le confieren proteccion

a los tejidos vegetales contra los rayos UV (Pavarini et al., 2012).

El estudio del fotoperiodo en el jitomate se ha orientado a investigar los desordenes
presentados ante iluminacion continla, tales como manchas de clorosis (produccion
insuficiente de clorofila) que comienza en la base de la hoja hasta cubrirla
completamente, epinastia (curvatura hacia abajo de la hoja), puntos necréticos
(muerte celular), llegando inclusive a la muerte de la planta (Vélez Ramirez, 2014).
Los efectos de los niveles de fotoperiodo, intensidades luminosas y fuentes luminicas
han sido ampliamente estudiados en las plantas de jitomate; recientemente se han
publicado numerosas investigaciones, algunas de ellas ligadas a prevenir la
inhibicién de la fotosintesis ante exposicion continta de luz (Ikkonen et al., 2015)
mediante descensos diarios de temperatura (Ohyama et al., 2005; Ikkonen et al.,
2015; Matsuda et al., 2014), otras han evaluado el efecto de nuevas tecnologias para
suministro luminico entre los que destaca el uso de tecnologia LED con resultados
orientados a la estimulacion de la biosintesis de fenoles totales, antioxidantes y
flavonoides totales en plantulas (Kim et al., 2014), al igual que un incremento en la

biomasa de la planta (Ménard et al., 2005).



Algunos efectos positivos en el desarrollo de las plantas pueden ser obtenidos
mediante la regulacion de la dosis o tiempo de exposicion de factores bibticos o
abidticos de estrés, también llamado estrés positivo o eustrés (Vazquez-Hernandez
et al., 2019). En este sentido, la luz puede funcionar como un medio de eustrés para
el mejoramiento de la produccién e incremento de la sintesis de metabolitos
secundarios (Alvarado et al., 2019). La luz suplementaria promueve el crecimiento
de vegetales producidos bajo invernadero al incrementar el DLI, el cual puede llegar
a ser bajo como resultado de dias cortos (estacion del afio) o dias nublados lo que
conlleva a una reduccion en la tasa de crecimiento, extendiendo el periodo de
trasplante en el caso de la produccion de plantula (Goémez y Mitchell, 2015). La nueva
tendencia en tecnologia luminica apunta hacia la tecnologia LED debido a que
ofrecen una gran diversidad de bandas estrechas delongitudes de onda para proveer
un valor especifico dentro del espectro de luz para potencialmente optimizar la
estimulacion de fotoreceptores que regulan el crecimiento, la morfologia
(fotomorfogénesis) y la acumulacién de biomasa (Gémez y Mitchell, 2015). Las
lamparas de luz LED de alta intensidad son una alternativa para el fotoperiodo
suplementado debido a su larga vida funcional, baja temperatura de operacion, bajo
consume energético y salida selectiva del espectro electromagnético (Hernandez y
Kubota, 2012). La extension del fotoperiodo es una técnica que puede promover la
acumulacion de biomasa de los cultivos bajo invernadero debido al incremento en la
asimilacion neta de CO:2 diaria (Matsuda et al., 2016). El jitomate es producido
durante todo al afio'y ocupa un lugar importante en términos econémicos dentro de
la horticultura protegida, es por eso que actualmente sus plantulas son consideradas
como un modelo experimental. Diversos experimentos donde se evalla el efecto de
diferentes condiciones de luz (cantidad, calidad o fotoperiodo) se han puesto a
prueba en plantulas de jitomate. En el experimento de Fan et al. (2013) con plantulas
de jitomate cherry, se evaluaron diferentes proporciones e intensidades de luz roja
(R) y azul (B) con 12 horas de luz en el fotoperiodo mediante el uso de LEDs,
encontrando que el peso freso y seco, y la eficiencia energética fueron superiores en
plantas que crecieron bajo 300 pmol m™2 s (DLI de 12.96 mol m2 dial); sin

embargo, la altura de la plantula y el area especifica de la hoja fueron superiores en



aquellas que crecieron bajo 50 umol m=2 s™* (DLI ode 2.16 mol m?2 dia?l). En esta
misma linea, plantulas de jitomate de la variedad ‘Komeett’ fueron cultivadas bajo
diferentes proporciones de R/B con bajo y alto valor de DLI (8.9 + 09y 194 £ 1.9
mol m? d*, respectivamente) encontrando que el crecimiento y los parametros
morfologicos, incluyendo la masa fresca de la parte aérea, cantidad de hojas,
diametro de tallo, longitud del hipocotileo, area foliar, y la concentracion de clorofila
indicaron que la luz suplementaria tuvo efectos benéficos, especialmente en aquellas
con bajos valores de DLI, aunque sin diferencias significativas entre-las diferentes

proporciones de luz R/B (Hernandez y Kubota, 2012).

La suplementacién con luz UV-A produce efectos benéficos en el crecimiento y
produccion de metabolitos secundarios. En la investigacion de (Mariz-Ponte et al.,
2018) esta longitud de onda produjo un incremento en la longitud de brotes, area de
cotiledones, longitud/tamafio y peso fresco-en plantulas de jitomate; sin embargo,
algunos tratamientos presentaron una reduccién en el peso seco mientras que el
contenido de clorofila-a (Chl-a) y clorofila-b (Chl-b) no fue afectado. Analogamente,
en la investigacion de (Kang et al., 2018) se demostré que la luz UV-A estimuld6 la
produccién de biomasa con hojas mas grandes y sin inducir estrés ya que los niveles
de contenido de clorofila permanecieron sin ser afectados. Un experimento con fin-
de-dia (EOF) rojo lejano (FR) promovio la elongacion de los hipocotileos en plantulas
de jitomate de la variedad ‘Aloha’ y ‘Maxifort’ al incrementar el tiempo de exposicién
con menores rangos de dosis; por otra parte, ninguno de los tratamientos afecto el
peso seco, didmetro de tallo, ni el indice de plastocron (Yang et al., 2012).
Similarmente, en el experimento de Eguchi et al. (2016) se demostré que el FR y el
azul pueden actuar sinérgicamente para prevenir el dafio por intumescencia. En el
mismo sentido, en el experimento de Brazaityté et al. (2010) revelaron que el
crecimiento de trasplantes de plantas jovenes de jitomate variedad ‘Raissa F1’ fue
mejorado bajo luz UV (380 nm) suplementaria en lamparas que contenian las
longitudes de onda correspondientes al azul, rojo y FR, mientras que las que
contenian naranja (622 nm), amarillo (595 nm) y verde (520 nm) no fueron

adecuados para el crecimiento de los trasplantes.



El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adicion de horas de luz al
fotoperiodo natural con una mezcla de luz que comprende las longitudes de onda
correspondientes al rojo (625 nm), azul (460 nm), FR (720 nm) y UV-A (410 nm) en
plantulas de jitomate. La mezcla de estas cuatro longitudes de onda con una extra
EOD-FR se propone con la expectativa de incrementar la produccion de metabolitos
especializados generar cambios benéficos en la morfologia y acumulacion de
biomasa en las plantulas. Afadir horas de luz artificial al fotoperiodo natural se
propone en lugar de fotoperiodo completamente artificial para ahorrar energia, ya
que las lamparas solo se activaran de cuatro a doce horas por dia y no el dia
completo, una estrategia comunmente usada en lugares donde la luz de dia provee

una cantidad adecuada de radiacion solar.

2.2. Fundamentacion tedrica

2.2.1. Laluz

La luz y otros tipos de radiacién estan compuestos de paquetes individuales de
energia llamados fotones. La energia de un foton dependera de su longitud de onda:
fotones de una longitud de onda corta tendran una mayor energia, mientras que los
fotones correspondientes a una longitud de onda larga, tendran menos energia. Se
considera que la radiacion luz solar es el elemento meteorolégico mas importante
del cual dependen la mayoria de las condiciones climéticas de una zona. El sol emite
energia dentro de un espectro amplio de radiacion electromagnética. Esta variable
es la fuente de poder que dirige la circulacién de la atmosfera y es el inico medio de
intercambio de energia entre la tierra y el universo, siendo la base sobre la cual se
organiza la vida en nuestro planeta (Meisel et al., 2011). De la cantidad de energia
irradiada por el sol, sélo una pequefia fraccion incide sobre la atmosfera terrestre, la
cual estda compuesta por radiaciéon ultravioleta (UV), radiacién visible y radiacion
infrarroja (IR). La mayor parte del UV e IR es absorbida por los gases de la atmaésfera:

en el caso de la radiacion UV por el ozono (O3) en la estratosfera y en el caso de la



infrarroja, por el vapor de agua y el CO2. Dada la substancial absorcion de ultravioleta
e infrarrojo por los gases atmosféricos, la radiacion solar que llega a la biosfera posee
una proporcion mayor de radiacion visible que aquella que llega a la parte superior
de la atmésfera. Asi, el ultravioleta alcanza sdlo alrededor de 2%, el infrarrojo 53% y
el visible alrededor de 45% (Meisel et al., 2011).

Aproximadamente 95% de los rayos ultravioleta recibidas en la Tierra son UV-A (320-
400 nm) y solo el 5% UV-B (280-320 nm). Los rayos ultravioleta UV-C(200-280 nm)
son bloqueados por la capa de ozono atmosférico (Sanchez-Sandafia, 2009). El
ozono absorbe radiacion solar entre los 200 y 340 nm, dejando pasar una pequefia
parte de la fraccién UV-B hacia a la superficie terrestre. Esta fraccion de UV-B, junto
a la totalidad de la radiacion UV-A, mas la correspondiente a la radiacion visible (400
a 700 nm), forman parte del espectro percibido por los organismos en la biosfera
(Meisel et al., 2011).

2.2.2. Fotosintesis

El proceso mediante el cual las plantas, algas u procariotas utilizan directamente la
energia del sol para sintetizar compuestos organicos a partir de CO2 se llama
fotosintesis. Este proceso estd compuesto de una serie compleja de reacciones que
involucran la absorcion'y conversion de la luz, transferencia de electrones y una
cascada de sefializacion enziméatica de varias etapas que convierte CO2 y H20 en
carbohidratos. La fotosintesis es un proceso biolégico de oxidacion-reduccién. CO2
es el aceptor de electrones, y el agua es el elemento que sirve como donador de
electrones. (CHz0 representa el carbohidrato generado por la reduccion de COz). En
otras palabras, el agua es oxidada y los electrones liberados son energizados y
transferidos al COg, resultando en Oz y un carbohidrato. La siguiente reaccion

muestra el fendmeno de la fotosintesis, donde hv representa la energia de la luz.

h
CO, + 2H,0 - (CH,0) + 0, + H,0



La forma plana de las hojas expone una gran superficie foliar hacia la fuente de luz,
y su grosor asegura que la luz pueda penetrar lo suficiente para llegar a los
cloroplastos. Los cloroplastos son organelos celulares que consisten de una doble
membrana exterior que encierra a un medio semifluido, el estroma. Empotrado en el
estroma, se encuentran los tilacoides, pequefios discos interconectados entre si, y
apilados en pequefios grupos llamados grana. Las reacciones fotosintéticas que
dependen de la luz (fotosintesis dependiente de la luz) ocurren en los tilacoides,
mientras que las reacciones que continlan por un tiempo en-la oscuridad

(fotosintesis independiente de la luz) ocurren en el estroma (Audesirk et al., 1996).

Los cloroplastos contienen varias moléculas pigmentos que-absorben diferentes
longitudes de onda. La clorofila es el pigmento clave que absorbe longitudes de onda
correspondientes al violeta, azul y rojo. Otras moléculas dentro de los cloroplastos
son llamados pigmentos accesorios que absorben la energia de otras longitudes de
onda y la transfieren a la clorofila a, la principal en plantas. La clorofila b es
considerada como un pigmento accesorio. Por otra parte, los carotenoides también
son pigmentos accesorios que absorben parte de la luz azul y verde (Audesirk et al.,
1996).

2.2.2.1. Fotosintesis dependiente de la luz

En las reacciones dependientes de la luz, la clorofila y otras moléculas empotradas
en las membranas de los tilacoides, capturan la energia de la luz y la convierten en
energia quimica que se almacena en las moléculas de ATP (adenosina trifosfato) y
NADPH- (nicotinamida adenina dinucleotido fosfato). Oxigeno es liberado como
subproducto. En esta parte de la fotosintesis se encuentra el fotosistema | (PSI) vy el
fotosistema Il (PSIl), ambos trabajan de forma simultanea y son activados por la luz.
La clorofila y los pigmentos carotenoides del PSII absorben la energia de la luz que
es utilizada para energizar y liberar electrones de las moléculas del centro de
reaccion, las cuales son moléculas transportadoras de electrones empotradas en las

membranas de los tilacoides. Los electrones son pasados por una cadena
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transportadora de electrones donde liberan su energia. Parte de esta energia es
usada para crear un gradiente de iones de hidrégeno a través de la membrana de
los tilacoides que dirige la sintesis de ATP. Las clorofilas del centro de reaccion que
son privadas de electrones en el PSIl reemplazan sus electrones al dividir la
molécula de agua. Los H* resultantes son usados para la sintesis de NADPH
mientras se libera oxigeno como subproducto. En el PSI la energia de los electrones
liberados es capturada por las moléculas de NADPH. Los electrones perdidos en el
PSI son reemplazados por aquellos asociados al PSIl. Los productos de las
reacciones dependientes de la luz son NADPH, ATP y Oz (Audesirk et al., 1996).

2.2.2.2. Fotosintesis independiente de la luz

En las reacciones independientes de la luz, enzimas en el estroma usan la energia
almacenada en las moléculas de ATP y NADPH para la sintesis de glucosa y otras
moléculas organicas. Para la sintesis de una molécula de glucosa a través del ciclo
Cs, seis moléculas de CO:2 son capturadas por seis moléculas de RuBP (Ribulosa-
1,5-bisfosfato). Una serie de reacciones que utilizan la energia del ATP y NADPH
(obtenidas de las reacciones dependientes de la luz) producen 12 moléculas de G3P
(gliceraldehido-3-fosfato, también conocido como triosa fosfato). Dos de estas
moléculas se unen para formas una molécula de glucosa. La energia del ATP se
utiliza para regenerar seis RuBP de las diez moléculas de G3P. Las reacciones
independientes de-la luz generan glucosa y ADP (adenosin difosfato) y NADP+
(nicotinamida. adenina dinucleétido fosfato) (moléculas sin energia) que seran

recargadas-en las reacciones dependientes de la luz (Audesirk et al., 1996).

2.2.3. Fotomorfogénesis

El ciclo de vida de las plantas sésiles esta sincronizado con el cambio de estaciones
(Searle y Coupland, 2004). La luz es uno de los elementos mas importantes y obvios
para el correcto desarrollo de las plantas. La energia de la luz solar es utilizada por
las plantas para crecer y desarrollarse mediante el proceso de fotosintesis. La
respuesta de las plantas a los estimulos luminicos se lleva a cabo a través de
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moléculas llamadas fotoreceptores que son activados por longitudes de onda
especificas dentro del espectro electromagnético. La intensidad de la luz también
juega un papel importante, es por eso que las plantas han desarrollado mecanismos
que les permiten minimizar un eventual dafio por exceso o falta de radiacion (Meisel
et al., 2011). Los fotoreceptores activan sefalizaciones especificas cuyo efecto
induce fendmenos fotomorfogénicos u otros sistemas de defensa (Alvarado et al.,
2019).

El fotoperiodismo en plantas hace referencia a su respuesta ante la duracion del dia,
las cuales se clasifican en plantas de “dias cortos” con 12 horas de luz o0 menos,
“dias largos” con mas de 12 horas de luz y “siempre floracion” dependiendo de la
cantidad de luz necesaria para producir flor o- fruto (Kellerman, 1926). Las
fluctuaciones en la duracién del dia y variaciones de temperatura (también llamado
termoperiodo) proporcionan informacién a la planta que utiliza para sincronizar “sus
decisiones” de desarrollo (Searle y Coupland, 2004). El estudio de climas artificiales
en plantas se intensifico a principios del siglo XX con la finalidad de cultivarlas a su
maxima capacidad (Arthur et al., 1930). Se sabe que la luz es un elemento obvio
para el bienestar de cualquier ser vivo (Kellerman, 1926), inclusive se reporta el uso
de lamparas de gas sobre plantas a finales del siglo XIX (Corbett, 1899), pero no
fue hasta las investigaciones del Dr. W.W. Garner que se determiné que los cambios
en la duracion de periodos de luz y oscuridad tenia un efecto crucial en el desarrollo
de las plantas; ademas, fue él quien designé la palabra “fotoperiodismo” e hizo la
clasificacion de plantas de “dias cortos”, “dias largos” y “siempre floracion”
(Kellerman,1926). La habilidad de una planta para maximizar su actividad
fotosintética depende de su capacidad para sensar, evaluar y responder a la calidad,
cantidad y direccion de la luz (Briggs y Olney, 2001). El estudio de la
fotomorfogénesis tiene como objetivo modificar los procesos en los cuales la luz es
absorbida y estudiar las respuestas morfolégicas que ocurren en la planta (Furuya,
1983).
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2.2.4. Fotoreceptores

Los fotoreceptores son proteinas especialmente disefiadas para percibir la luz de
acuerdo a ciertas longitudes de onda que la componen. Un cofactor llamado
cromoforo es lo que permite a los fotoreceptores la habilidad de percibir las sefiales
luminicas (Burgie y Vierstra, 2014). Se han identificado cinco sistemas
fotoreceptores a la fecha: los fitocromos, criptocromos, fototropinas, miembros de la
familia Zeitlupe y los UVR8 (UV Resistance Locus 8) (Bantis et al., 2018).

2.2.4.1. Fitocromos

La luz roja inhibe la floracion en plantas de dia corto, pero induce la floracién en
plantas de dia largo, mientras que la luz infrarroja induce la floracion en plantas de
dia corto e inhibe la floracién en plantas de dia largo. Los fitocromos son pigmentos
proteicos que ocurren en dos formas; el fitocromo 660, sensible a la luz roja (660 nm)
y el fitocromo 735, sensible a la luz infrarroja (735 nm). El F660 es la forma inactiva
con la cual la planta almacena el compuesto de actividad potencial, en tanto el F735
es la sustancia activa. La luz fomenta la reaccién fotoquimica de la transformacion
del F660 en F735 y la luz infrarroja transforma el F735 en F660. F735 es también
transformado en F660 en la oscuridad por una reaccion mediada por enzimas y que
requiere oxigeno. Durante el dia el fitocromo existe predominantemente en la forma
F735 y durante la noche es convertida en la forma F660 enzimaticamente. La
velocidad con que el F735 es convertido en F660 proporciona a la planta un “reloj”
para medirla duracién de la oscuridad (Villee et al., 1996). Los procesos mediados
por fitocromos son activados por pequefios pulsos de luz roja que interrumpen a la
oscuridad e incluyen la activacion de la germinacion de la semilla, inhibicion de
elongacion del tallo en almacigos expuestos a oscuridad y regulacion de la floracion;
en cada caso, el efecto de la luz roja se revierte mediante la subsecuente exposicion

a luz roja lejana (Briggs y Olney, 2001).
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2.2.4.2. Criptocromos

Criptocromo es la palabra que generalmente se usaba para designar a los receptores
de luz azul en la planta. El estudio de los receptores de luz azul es complicado debido
a que la mayoria de la accion del espectro para las respuestas activadas por la luz
azul es similar al espectro de absorcion de las flavoproteinas y carotenoides, con
bandas de actividad en las regiones de azul y UV-A del espectro (Briggs y Olney,
2001). Los criptocromos perciben las longitudes de onda correspondientes a la luz
azul (495-400 nm) y la UV-A (400-315 nm) y su efecto esta relacionado con el ritmo
circadiano, la elongacién del hipocétilo, biosintesis de antocianinas, apertura de
estomas, fotoperiodo de la floracion, dormancia y germinacion de semillas y
adaptacion a ambientes enriquecidos con luz verde (Barrero et al., 2014; Devlin y
Kay, 2000; Zhang et al., 2011). Los criptocromos son una familia de flavoproteinas
asociadas a dos cromoforos, Flavina ~Adenina Dinucledtido (FAD) vy
Metiniltetrahidrofolato (MTHF). La luz captada por el cromoforo es transformada en
energia quimica que se transfiere ala proteina provocando un cambio
conformacional que promueve su fosforilacion in vivo. En la planta modelo
Arabidopsis thaliana se han caracterizado dos criptocromos (CRY1 y CRY2) que
participan en distintos procesos regulados por luz azul. En plantas jévenes, Cry2 se
expresa en altos niveles en los primordios de la raiz y el tallo y presenta baja
expresion en hipocotilo, raiz y cotiledones. Asimismo, Cryl manifiesta una fuerte
expresion en practicamente todos los tejidos aéreos y esta ausente en raices. Dicha
expresion es regulada por el reloj circadiano de la planta. Intracelularmente, Cry2 se
acumula continuamente en el nlcleo y es bastante inestable frente a la luz, siendo
degradado por el proteosoma. Por el contrario, Cryl se encuentra en el nucleo sélo
en condiciones de oscuridad, y posee mayor estabilidad frente a la luz (Meisel et al.,
2011).
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2.2.4.3. Fototropinas

Las fototropinas son una familia de flavoproteinas que actian como fotorreceptores
de luz UV-Alazul. Estas proteinas estan asociadas al cromoéforo Flavina
Mononucleotido (FMN) en cada uno de sus dominios LOV (dominio que responde a
estimulos de luz y cambios en concentraciones de oxigeno y de voltaje. Las
fototropinas poseen actividad Ser/Thr quinasa en su dominio carboxilo terminal, el
cual es el responsable de transducir la sefial luminosa censada. En Arabidopsis
thaliana se han caracterizado dos fototropinas, PHOT1 y PHOT2. Photl se expresa
uniformemente en hojas y se acumula en la membrana plasmatica de células de la
epidermis, mesofilo y células guardianas. Ambas fototropinas-regulan su expresion
por luz. A alta intensidad luminosa Photl disminuye su expresion, mientras Phot2
disminuye su expresion en oscuridad. A su vez, ambas fototropinas se acumulan en
la membrana plasmética. Photl participa €n respuesta frente a baja intensidad
luminosa, mientras Phot2 participa en la respuesta a altas intensidades luminosas.
Rio abajo de las fototropinas, existen proteinas como NPH3 y RPT2, que son
capaces de interactuar con factores de transcripcion. Se ha demostrado que el factor
de transcripcién ARF7 (factor de respuesta a auxina 7) es regulado con la activacién
de fototropinas frente a un estimulo luminoso. En la respuesta fototropica, se generan
cambios en la direccién del crecimiento de la planta, proceso en el cual participa

activamente la hormona auxina (Meisel et al., 2011).

2.2.4.4. Familia zeitlupe y UVRS8

Los miembros de la familia Zeitlupe, denominados ZTL, FKF1 y LKP2 son
reguladores positivos de la elongacion del hipocaétilo en respuesta a la luz (Legris,
2017). Perciben la luz a través de un dominio LOV (Light Oxygen or Voltage) que
une FMN y activa un complejo E3 ligasa SCF. UVR8 fue el ultimo fotorreceptor
descrito, el cual no une un cromoforo, sino que se vale de los residuos triptéfano en
su estructura para percibir la luz ultravioleta. Dependiendo de las condiciones se

encuentra como dimero o como monomero, que es la forma activa y se localiza en
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el nacleo donde interactuando con otros factores regula la expresion génica (Hayes
et al., 2017; Legris, 2017).

2.2.5. Metabolismo vegetal

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los
seres Vvivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas. simples, o
viceversa (Garcia y Carril, 2011). Las plantas, ademas del metabolismo primario,
poseen uno secundario que les permite producir y acumular compuestos de
naturaleza quimica diversa denominados metabolitos secundarios, los cuales tienen
diferentes usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas,
perfumes o colorantes, entre otros (Garcia y Carril,»2011). Algunos metabolitos
secundarios forman parte de la respuesta quimica contra el dafio ocasionado por
heridas y ataque de microrganismos patdégenos en las plantas (Sepulveda-Jiménez
et al., 2003). Algunos compuestos pertenecientes a los grupos de alcaloides
participan matando directamente al microrganismo patégeno o restringiendo su
invasion al resto de la planta, otros contribuyen a destruir las especies reactivas de
oxigeno que son téxicas para la célula, los fenilpropanoides con aminas se
incorporan a la pared celular para incrementar su rigidez y reducir su digestibilidad
por insectos, algunos alcaloides son neurotéxicos, etc. (Sepulveda-Jiménez et al.,
2003). Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del
metabolismo primario del carbono (Figura 1). Se agrupan en cuatro clases
principales:

e Terpenos. Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites

esenciales.
e Compuestos fendlicos. Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.
e Glicosidos. Saponinas, glicosidos cardiacos, glicosidos cianogénicos Yy
glucosinolatos.

e Alcaloides.
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Figura 1. Elementos del metabolismo del carbono en relacion con las rutas de sintesis de
metabolitos secundarios.

Imagen modificada de: (Garcia y Carril, 2011).
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2.2.5.1. Compuestos Fendlicos

En el contexto del metabolismo, los aminoacidos aromaticos se pueden dirigir tanto
al metabolismo primario como al metabolismo secundario. Las plantas sintetizan una
gran variedad de productos secundarios que contienen un grupo fenol. Estas
sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos, polifenoles . o
fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo aromatico con un grupo
hidroxilo (Figura 2) (Garcia y Carril, 2011).

OH

Figura 2. Estructura quimica de un fenol
Imagen tomada de: (Garcia y Carril, 2011).

Desde el punto de vista de la estructura quimica, son un grupo muy diverso que
comprende desde moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros
complejos como los taninos 'y la lignina. En el grupo también se encuentran
pigmentos flavonoides. Muchos de estos productos estan implicados en las
interacciones planta-herbivoro. Existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis
de compuestos fendlicos: la ruta del acido siquimico y la ruta del acido maldnico
(Figura 3) (Garcia y Carril, 2011).
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Figura 3. Rutas de sintesis de compuestos fendlicos

Imagen tomada de: (Avalos-Garcia & Pérez-Urria, 2011).

La ruta del acido maldnico, en la cual, a partir de malonato y acetato se forman los
policétidos (acetogeninas) y acidos grasos se muestra en la Figura 4. En la ruta del
acido siquimico (Figura 5) se forman los aminoacidos y desde ellos los otros
compuestos aromaticos mas complejos (fenilpropanoides, flavonoides, alcaloides).
Esta ruta es responsable de la biosintesis de la mayoria de los compuestos fenélicos
de plantas. A partir de eritrosa-4-P y de &cido fosfoenolpirivico se inicia una
secuencia de reacciones que conduce a la sintesis de acido siquimico y, derivados
de éste, aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina). La mayoria de
los compuestos fendlicos derivan de la fenilalanina. La fenilalanina y el triptéfano se
encuentran-entre los aminoacidos esenciales para los animales que se incorporan
en la dieta. La tirosina no es esencial en el sentido de que los animales pueden

sintetizarla por hidroxilacion de fenilalanina (Garcia y Carril, 2011).
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Figura 4. Ruta del acetato-malonato o acido malGnico (ruta policétida)

Imagen tomada de: http://www.ugr.es/~quiored/pnatu/fig/rutapoliceti.gif
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Figura 5. Ruta del acido siquimico

Imagen tomada de: http://www.ugr.es/~quiored/pnatu/fig/rutashikimi.gif
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2.2.6. Tecnologia LED

Un LED es un tipo Unico de diodo semiconductor. Consiste en un chip de material
semiconductor dopado con impurezas para crear una union p-n. La corriente fluye
facilmente desde el lado p (anodo), hasta el lado n (catodo), pero no en la direccion
inversa. Los electrones y los huecos fluyen en la union de electrodos con tensiones
diferentes. Cuando un electrén encuentra un hueco, cae en un nivel de energia mas
bajo, y libera energia en forma de un foton. El color (longitud de onda) de la luz
emitida depende de la energia de la banda de separacion de los materiales que
forman la union p-n. Los materiales utilizados para un LED tienen una separacion de
banda directa con energias que corresponden a luz infrarroja cercana, visible o
ultravioleta. La estructura clave de un LED consiste en la matriz (o material
semiconductor emisor de luz), un marco de plomo donde se coloca la matriz y la

encapsulacion que protege la matriz (Figura 6) (Yeh'y Chung, 2009).

LED Domo
chip (Lente}

Catodo L ;

Figura 6. Componentes basicos de un LED
Imagen obtenida de: (Yeh y Chung, 2009)
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Un LED es un componente electrénico de la familia de los dispositivos
semiconductores que emite luz cuando se energiza. En cualquier union p-n con
polarizacion directa una recombinacién de huecos y electrones libera energia en
forma de calor y fotones (Nashelsky, 2003). Algunas ventajas del uso de tecnologia
LED son (Maloney, 2006):

¢ Vida extremadamente larga en comparacion con focos de cualquier clase.
e Soportan vibraciones y choques mecanicos en ambientes industriales.
e Alta velocidad de respuesta para aplicaciones de conmutacion alta.

e Reproduccién de zonas estrechas del espectro electromagnético.
3. Hipotesis y objetivos
3.1. Hipotesis
El complemento con horas adicionales de luz al fotoperiodo natural, con una
combinacion fija de luz roja, rojo_lejano, azul y UV-A incrementa el crecimiento de
plantulas de jitomate, relacionado con la produccién de biomasa y genera una mayor
produccion de metabolitos secundarios.
3.2. Objetivo general
Complementar con horas adicionales de luz al fotoperiodo natural, con una
combinacion fija de luz roja, rojo lejano, azul y UV-A para incrementar el crecimiento

de plantulas de jitomate, relacionado con la produccion de biomasa y generar una

mayor produccién de metabolitos secundarios.
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3.3. Objetivos particulares

1. Disefiar y construir un sistema de iluminacion LED con luz roja, rojo lejano, azul y
UV-A, capaz de controlar intensidad y fotoperiodo de exposicidon para

experimentacion con plantas.

2. Exponer plantula de jitomate a diferentes niveles de exposicion a horas de luz
artificial complementada al fotoperiodo natural con el sistema de iluminacion

construido para evaluar su efecto y validar su funcionamiento.

3. Valorar el efecto de los niveles de exposicion a horas de luz artificial
complementada al fotoperiodo natural sobre el crecimiento, biomasa y produccion de
fenoles, flavoniodes, capacidad antioxidante,.y clorofila, sobre la plantula de

jitomate.

4. Materiales y métodos

4.1. Elaboracion de lampara LED

La Figura 7 muestra un diagrama de flujo con los componentes esenciales de la
lampara LED disefiada para este proyecto. La lampara tiene una fuente de energia
de corriente directa para los distintos componentes. Un microcontrolador recibe la
sefal de un reloj de tiempo real para controlar el tiempo que el médulo permanece
activado. El-rmicrocontrolador manda una sefial de modulacién de ancho de pulsos
(PWM)-para un encendido y apagado progresivo de los LEDS. La electrénica de

potencia consistié en cuatro reguladoras de corriente por color.
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. Reloj de
Microcontrolador +—— )

Tiempo Real
Fuente de Fuente de Fuente de Fuente de
corriente con corriente con corriente con corriente con |
PWM PWM PWIM PWM
LEDs rojos LEDs azules LEDs rojo lejano LEDs UV-A

Figura 7. Diagrama de flujo con los componentes basicos de la lampara LED

La sefial de modulacion PWM consiste en crear pulsos digitales para obtener un
valor analdgico en lugar de solo tener un valor “alto” o “bajo” Por lo general, los pulsos
tienen un valor de 5 Vcd; por lo que si una sefial de PWM tiene un ciclo de trabajo
de 50%, se tendra un promedio analogo de 2.5 Vcd. Dependiendo de la resoluciéon
de la sefial de modulacion se puede tener.un ciclo de trabajo de 0 a 100%. El ciclo
de trabajo se define como el porcentaje del “alto” con respecto al bajo “bajo” dentro
del periodo de la sefial y el periodo es el tiempo en que la sefal se repite. En este
caso, las fuentes de corriente regulan el ciclo de trabajo de 350 mA (corriente a la
cual funcionan los LEDs) mediante el PWM. A continuacion se describen con mayor

detalle los principales componentes del sistema de iluminacion.
4.1.1. LEDs
Se utilizaron LEDs de color rojo, azul, y UV-A, correspondientes a las longitudes de

onda que los fotoreceptores perciben. La Tabla 1 contiene la informacion técnica

importante de los LEDs que utilizaron para la construccién del médulo.
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Tabla 1. Caracteristicas de los LEDs utilizados para la construccién del modulo

Led rojo Led rojo lejano Led azul Led UV
Longitud de onda (nm) 625 730 460 415
Flujo luminoso (Im) 62 - 24 -
Potencia radiante (mwW) - 231 - 440
Corriente eléctrica (mA) 350 350 350 350
Angulo de incidencia (°) 165 150 165 125

Para calcular la cantidad de LEDs, primeramente se calculé la energia que produce
un solo foton de cada longitud de onda con la ecuacién (1), donde Ephoton €S la energia
de un foton, h es la constante de plank, c es la velocidad de la luz y A es la longitud
de onda de la luz (Khanna, 2014).

hc
Ephoton 7 7 (1)

Posteriormente, es necesario calcular la potencia radiante en micromoles por
segundo que emite cada LED. Este valor se calcula con la ecuacién (2) donde Rp es
la potencia radiante y Naes el nimero de Avogadro. La potencia radiante de la luz
azul y roja se puede calcular con el flujo luminoso y la funcion de eficiencia luminosa

relativa. El nimero de LEDs se calcul6 con la ecuacion (3).

R
pmol - s~ = 1x106——2—  (2)
NAEphoton
Light Quantit
LEDs = Ltght Quantity .,
umol - s~1
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De acuerdo a las ecuaciones anteriores, el médulo consistio en 32 LEDs de alta
intensidad calculados para proveer 53.28 umol s con la siguiente distribucién de
luz: 24.63 uymol s** de 16 LEDs de luz roja, 14.07 ymol s* de 6 LEDs de luz azul, 8.46
pumol s de 6 LEDs de luz rojo lejano y 6.12 umol s de 4 LEDs de luz UV-A.

4.1.2. Controlador

El controlador estuvo basado en una tarjeta Arduino UNO® (Figura 8) -basado en el
ATmega328. Cuenta con 14 pines de entrada / salida digital (de los cuales 6 se
pueden utilizar como salidas PWM), 6 entradas analdgicas, un resonador ceramico
de 16 MHz, una conexién USB y un conector de alimentacion.

Figura 8. Tarjeta Arduino UNO

Imagen tomada de: http://www.arduino.org/products/boards/arduino-uno

4.1.3. Electrénica de potencia

Para la potencia del circuito de LEDs se utiliz6 un LDH-45A-350W (Figura 9), el cual
es un convertidor-elevador de voltaje DC/DC, que regula una salida constante de
corriente directa de 350 mA. Otra caracteristica importante de este regulador es su
capacidad de recibir una sefial PWM de entrada para regular la intensidad luminosa
de los LEDs; cuenta con proteccion de sobre-voltaje, bajo-voltaje, y corto-circuito; y
yiene una eficiencia energética del 95%. Se utilizaron cuatro reguladores por lampara

(uno por cada color).
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Figura 9. LDH-45A-350W, Electrénica de potencia para modulo de leds.
4.1.4 Fuente de suministro de voltaje
Para el suministro de voltaje se utiliz6 una fuente de 12 VCD modelo SPB-060-12

(Figura 10) de la marca Autonics con potencia de 60 W, voltaje de alimentacion de
110 VAC, corriente de salida de 5 A.

Figura 10. Fuente de alimentacién de voltaje modelo SPB-060-12
4.2. Prueba no paramétrica de funcionamiento de la lampara
Se realiz6 una prueba de flujo luminoso con los LED rojo y azul. Esta prueba no se

puede realizar con LED de RF y UV ya que el luxometro (LX1010BS, BeMatik,
Barcelona, Espafia) solo detecta la luz visible.
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4.3. Ubicacion del area de experimentacion

El experimento se desarrolld6 en la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Autonoma de Querétaro Campus Amazcala. El poblado de Amazcala (Figura 11)
pertenece al municipio del Marqués, Qro., el cual se localiza en el sector Suroeste
del estado, entre los 20° 31’ y 20° 58’ de latitud Norte. Su longitud se encuentra entre
los 100° 24’ del Oeste a 1850 m sobre el nivel del mar. Colinda al Oeste con el
municipio de Querétaro, al Norte con el estado de Guanajuato, el Este con el
municipio de Colén, y al Sur con los municipios de Huimilpan y /Pedro Escobedo.
Tiene un clima predominante semiseco templado (87.4%), templado subhimedo con
lluvias en verano de menor humedad (12.2%) (INEGI, S/F).

Figura 11. Poblado de Amazcala, municipio de El Marqués, estado de Querétaro. En el

cuadro naranja, el Campus Amazcala de la UAQ (Google Maps, 2019)
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4.4. Seleccion de material vegetal

En este estudio se utilizaron semillas de jitomate (Solanum lycopersicum L,
‘Saladette’, CORDOBA F1, Geneva Vegetable Seed, E.U.) las cuales se sembraron
en bandejas de 128 cavidades (3,5 x 3,5 cm, 46 ml de volumen) con peatmoss y se
colocaron en una camara de crecimiento de cristal de 42 ft3 (190 x 130 x 150 cm)
con luz natural (fotoperiodo 12h/12h luz/oscuridad y un DLI de 6.1 + 0.5'mol m* dia-
). La temperatura dentro de la camara fue de 24.7 + 1.3 °C y una humedad relativa
de 88.3 £ 5.4%. Después de la aparicion de las primeras hojas (10 dias posteriores
a la germinacién), las bandejas se colocaron bajo los tratamientos de luz en la misma
camara de crecimiento. Cada tratamiento contenia 110-plantulas (unidades
experimentales). Agua con una solucion nutritiva se regd directamente sobre el
peatmoss cada 2 dias. La solucion nutritiva de prepar6 utilizando sales fertilizantes
altamente solubles para obtener la siguiente concentracién de iones: 12 meq.L* de
NOs’, 1 meq.Lt de H2PO4, 7 meq.L* de SO4?, 7 meq.L* de 163 K*, 9 meq.L? de
Caz*y 4 meq.Lt de Mgz*. El pH de la solucién nutritiva se mantuvo a 6 + 0.2, mientras

que la conductividad eléctrica fue de 1.6 a 1.8 dS mlL.

4.5. Disefo del experimento (Exposicion del cultivo a luz artificial)

La exposicion de las plantulas a los tratamientos de fotoperiodo se describe en la
Tabla 2. Todos los tratamientos recibieron todas las horas de luz natural;
posteriormente, al atardecer, cada tratamiento recibié un periodo de luz artificial con
los cuatro colores (rojo, azul, rojo lejano y UV-A). Al concluirse el periodo de luz
artificial, tres colores se desactivan (rojo, azul y UV-A). El rojo lejano se desactiva
media hora después. La activacion y desactivacion se hace progresivamente en un
periodo de media hora. El tratamiento control (TC solo recibio las horas de luz
natural). El tratamiento tres (T3) se propuso para contrastar con el tratamiento unoy
dos (cuatro y ocho horas de luz artificial, prospectivamente) ya que el desarrollo de
la plantula de jitomate se ve afectado con un fotoperiodo de 24 horas de luz sin

oscuridad (Velez-Ramirez et al., 2017).
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Tabla 2. Descripcién de los tratamientos para evaluar los niveles de fotoperiodo en plantula

de jitomate

T1 T2 T3 TC
Fotoperiodo natural (h) 12 12 12 12
Fotoperiodo artificial (h) 4 8 12 0
Activacion de lampara 19:00 a 19:30 19:00219:30 19:00a19:30 -
Apagado de lampara 23:00 a 23:30 03:00a03:30 07:00a07:30 - -
Fotoperiodo total (h)

o 16 20 24 12

(Natural + Artificial)
Cantidad de luz artificial

767.23 1,534.46 2,301.7 0

(mmol m2)

Para la valoracion del efecto del fotoperiodo, los plantulas de introdujeron a una
camara de crecimiento como se muestra en la Figura 12. La camara se dividio en
cuatro secciones con plastico no translicido para evitar la interferencia de luz artificial
entre los tratamientos. Las luminarias se colocaron 45 cm por arriba de los

almacigos.

El disefio experimental consistio en un solo factor con tres niveles y un control.
Dentro de la camara se instalé un sensor de luz cuantico (LIGHTSCOUT, Spectrum
technologies, modelo 366816, USA) y un sensor de radiacion solar (LIGHTSCOUT,
Spectrum technologies, modelo 3670l, USA) para le mediciéon de fotoperiodo y
cantidad de luz que recibian las plantas. El fotoperiodo natural consistié en 12h/12h
luz/oscuridad de 7:30 to 19:30 h y un DLI promedio de 6.1 + 0.5 mol m*? day®. La
intensidad de luz artificial medida a nivel foliar fue de 15 to 20 ymol m=? s, Los
valores de temperatura, humedad relativa, cantidad de luz y radiacion solar se
midieron de forma automatica cada 15 min con un datalogger (Spectrum
technologies, Watchdog Model 1000, USA).
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Figura 12. Distribucién de los tratamientos dentro de la camara de crecimiento

La figura 13a y 13b muestra la instalacion de las lamparas dentro de la camara de
crecimiento. La figura 13c muestra -las lamparas en funcionamiento en los

tratamientos que recibieron fotoperiodo complementado.

(@) (b) (€)

Figura 13. (a) y (b) instalacion de los médulos dentro de la camara de germinacion por

encima de los almacigos, (b) médulos activados durante el experimento
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4.6. Valoracion del efecto de la luz artificial en las plantulas de jitomate

Para determinar el efecto de la luz artificial en las plantulas de jitomate se
muestrearon 21 plantulas por tratamiento al inicio del experimento y semanalmente

durante cuatro semanas.

4.6.1. Biometrias de las plantulas

La longitud total, diametro de tallo, y longitud de entrenudos se midieron con un
Vernier electronico (CD-6"PSX, Mitutoyo, Resolucion: 0.01 mm, Precision: + 0.02 209
mm, Japon). El &rea foliar se determiné en cada plantula al momento del muestreo
mediante una fotografia de las hojas como se muestra en la Figura 14 y

posteriormente haciendo un procesamiento y analisis de imagenes en el software

v
"" "i -t :: Fa
,\' g
\J

o

Figura 14. Ejemplo de las fotografias de las hojas de las plantulas para andlisis de area

‘9—-\ .
l

foliar.
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Para la medicion del peso fresco, se utilizd una balanza analitica Sartorious M-Prove.
Para determinar el peso seco se utilizé el método propuesto por (Olvera-Novoa et
al., 1993) donde se pesaron alrededor de 5-10 g de la muestra previamente molida
y se colocd en una estufa de conveccion forzada (Memmert® modelo UFP 600,
Schwabach, Alemania) a 105°C por un minimo de 12 h. Posteriormente se dej6
enfriar la muestra en un desecador y se pes6 nuevamente cuidando de que el
material no este expuesto al medio ambiente. Para determinar el porcentaje de

humedad se utilizé la ecuacion 4.

(B-A)—-(C—-A)
B-A

Contenido de humedad (%) = 100 = (4)

Donde:

A = Peso de la charolilla seca y limpia (g)

B = Peso de la charolilla + muestra himeda (g)
C = Peso de la charolilla + muestra seca (g)

Los datos de longitud total y peso total se ajustaron con el método de minimos
cuadrados a un modelo logistico basado en la ecuacion diferencial (5) reportado en
(Cavallini, 1993), que al resolver genera la ecuacion (6) donde f es la funcion de la
variable a ajustar, t es la base de tiempo, Km es la capacidad de carga o el tamafio
de poblacibn maximo que un entorno particular puede admitir (en este caso
corresponde a la longitud o el peso maximo predicho), r es la tasa de crecimiento
maxima.y c es una constante arbitraria. Se utilizd6 Matlab para la obtencién del

modelo matematico.

Torii-L)

Km
f() = T Cot (6)
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Las mediciones iniciales, primera semana y segunda semana del experimento solo
incluyen longitud total, didmetro de tallo, area foliar, peso de hoja, peso de diametro,
peso seco total y contenido total de cenizas. En la tercera semana del experimento,
las plantulas desarrollaron el segundo entrenudo cuya longitud se incluye en los

datos.

La informacion de la cuarta semana (final del experimento) incluye las variables
anteriores y el peso fresco y seco de hojas y tallo, area especifica de hojas (SLA),
indice de salud y eficiencia energética. La SLA, indice de salud y eficiencia
energética se calcularon con las ecuaciones (7), (8) y (9) respectivamente (Fan et
al., 2013).

GLA = Area de la hoja ;
" Peso seco de la hoja ™

. Didmetro de tallo
Indice de salud = X Peso seco de tallo (8)
Altura

Peso seco
Potencia de los LEDs

€)

Eficiencia energética =

4.6.2. Capacidad antioxidante (CAQ)

La CAO de los extractos se evaluaron utilizando los ensayos del radical libre 2,2'-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y de la capacidad de reduccion del ion férrico (FRAP)
de ‘acuerdo a un método descrito previamente (Corral-Aguayo et al., 2008). Los
resultados obtenidos se expresaran en mg ET (Equivalentes de Trolox) g dw (peso

seco).
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4.6.2.1. Ensayo con el radical libre DPPH

Este método consistio en calcular el porcentaje de inhibicion de la absorbancia de
radical libre DPPH a 428 nm, ocasionada por la reduccion de éste debido a su
reaccion con los compuestos antioxidantes presentes en la muestra, dando lugar a
la formacién de DPPH estable (Moon y Shibamoto, 2009). Para realizar la curva de
calibracion, se utilizd una solucién estandar de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) en metanol (1 mg mL') de la cual se tomaron los
volimenes correspondientes para obtener un intervalo de concentraciones de 0.02
mg mL*a 0.2 mgmL. La densidad 6ptica se midié en un espectrofotometro DR6000
(HACH 233 Company, Loveland Colorado, USA)

4.6.2.2. Ensayo FRAP (Poder de reduccion antioxidante del ion férrico)

Este ensayo se basa en la capacidad que tiene la muestra para reducir el Fe3* a
Fe?*. En este caso, la capacidad antioxidante se determina por la formacion del
complejo Fe?*-TPTZ [2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina] en condiciones &cidas, el cual
produce un intenso color azul con un méaximo de absorcién a 593 nm (Moon y
Shibamoto, 2009). Para realizar la curva de calibracién, se utiliz6 una solucién
estdndar de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) en
metanol (1 mg mL™1); de esta solucién, se tomaron los volimenes correspondientes
para obtener un intervalo de concentraciones de 0.025 mg mL* a 0.8 mg mL™2. La
densidad ¢ptica se midié en un espectrofotometro DR6000 (HACH 233 Company,
Loveland Colorado, USA)

4.6.3. Cenizas

Las muestras deshidratadas se conservaron hasta su analisis en frascos protegidos
de la luz. Se utilizé el método propuesto por Olvera-Novoa et al. (1993). En un crisol
de porcelana que se llevé a peso constante, se colocaron de 2.5 a 5 g de muestra

seca. Posteriormente se introdujo el crisol en una mufla de marca Felisa y se calcind
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a 550°C por 12 horas, se dej6 enfriar y pasé a un desecador. Cuidadosamente se
peso6 nuevamente el crisol para obtener el porcentaje de ceniza utilizando la ecuacion
10, donde A representa el peso del crisol con muestra, B representa el peso del crisol

con cenizay C el peso de la muestra, todas las variables en gramos.

Porcentaje de cenizas (%) = 100 x

(10)

4.6.4. Determinacion de clorofila

Para la determinacién de clorofila se tomd una muestra de hoja (2 g) que se triturd y
suspendid en un volumen de 5-10 ml de acetona-agua al 90% (V/V) como disolvente
extractor de los pigmentos. Se agitd y se dej6 reposar en la oscuridad a 4 °C durante
24 h. Después de este periodo se llevd temperatura ambiente, se repone el
disolvente que pueda haberse evaporado y se centrifuga a 2700xg durante 5 minutos
en una Centrifuga Metrix Dynamica Velocity 14R. Se midio la densidad éptica del
sobrenadante a 665, 645 y 630 nm, comprobando que no existia turbidez ni
particulas en suspension utilizando el propio disolvente como blanco. La densidad
Optica se midié en un espectrofotometro DR6000 (HACH 233 Company, Loveland
Colorado, USA). Para la cuantificacion de clorofila a y b se utilizan las ecuaciones 3
y 4, propuestas por Strickland y Parsons (1972), donde Chla y Chib son las
concentraciones de clorofila a y b, respectivamente, y DO es la densidad Optica

medida a la longitud indicada:

4.6.5. Determinacion de fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron espectrofotométricamente por el método de
Folin-Ciocalteu descrito por Singleton y Rossi (1965) y se expreso la medicion en

miligramos de equivalente de acido galico por gramo de peso seco (mg GAE g dw).
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Este método se produce por la oxidacion de los grupos hidroxilo mediante el reactivo
de Folin, el cual esta compuesto de una mezcla de wolframio sédico y molibdato
sadico en &cido fosforico. En la determinacion de fenoles totales se realizo la solucion
de carbonato de sodio anhidrido al 20% y el reactivo Folin-Ciocalteu se preparé al
IN. El &cido galico se prepard a una concentracion final de 0.1 mg/ml. La reaccion
redox producida genera una coloracion azul detectada a una longitud de onda de
765 nm.

4.6.7. Determinacion de flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides se utilizé el método reportado por Zhishen et al.
(1999) y se expreso en miligramos de equivalente de catequina por gramos de peso
seco (mg CE g?! dw). Se prepard una solucién de 2-aminoetildifenilborato y se
tomaron 50 pl de la extraccion de fenoles, la fraccion de fenoles extraibles, y se les
afadi6 180 pl de metanol mas 20 pul de la solucién preparada con 2-
aminoetilfenilborato. Se prepar6 nitrito de sodio (NaNO2) al 5%, cloruro de aluminio
(AICl3) al 10%, hidroxido de sodio (NaOH) al 1 M y la solucion estandar de catequina
con metanol. La lectura se realizd en un espectrofotometro (DR6000 HACH 233
Company, Loveland Colorado, USA) a 404 nm y se obtuvieron las concentraciones

de flavonoides con una curva estandar de catequina.

4.8. Andlisis estadistico

Para la determinacion del efecto de la luz artificial en las plantulas de jitomate se
utilizé un andlisis de varianza ANOVA (95% de confianza) para conocer las
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. El método
empleado para discriminar entre las medias fue la prueba de HSD de Tukey usando
el software JMP 9.0.1. 243 (SAS Institute).
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4.9. Buenas practicas de laboratorio

El Comité de Expertos sobre Especificaciones para Productos Farmacéuticos de la
OMS adopté en 1999 las guias tituladas “Buenas Practicas para Laboratorios
Nacionales de Control Farmacéutico” que fueron publicadas como Anexo 3 de la
Serie de Informes Técnicos de la OMS, No. 902, 2002. El cumplimiento de las
recomendaciones previstas es estas guias ayuda a promover la armonizacion
internacional de practicas de laboratorio y facilita la cooperacion entre laboratorios y
reconocimiento mutuo de resultados. Para el uso adecuado del laboratorio es
obligatorio el uso de bata para la realizacién de analisis y manejo de reactivos, asi
como el uso de guantes y gafas de seguridad durante el experimento, se debe anotar
en bitacoras el uso de equipos y la fecha en la cual se utilizaron; de igual forma es

de suma importancia mantener limpia el area de trabajo (OMS-BLP, 2010).

Durante la realizacion de este proyecto se realizaron pruebas quimicas para la
determinacién de metabolitos secundarios'y algunas variables relacionadas con el
valor nutricional del jitomate en el laboratorio de Bioingenieria a cargo del Dr. Juan
Fernando Garcia Trejo, donde se cuentan con medidas de seguridad y
almacenamiento de desechos quimicos peligrosos de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-083-SEMARNAT-2003. Todos los desechos son recuperados en
contenedores previamente rotulados para la recoleccion de sustancias toxicas que

posteriormente son confinadas.

5. Resultados y discusién

5.1. Pruebas no paramétricas del funcionamiento de la lampara

El médulo LED con los cuatro colores y el sistema de control se muestran en la Figura
15.
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Figura 15. (a) Modulo LED con 16 LEDs rojos, 6 azules, 6 rojo lejano y 4 UV-A; (b) sistema

de control del médulo LED (controlador, fuente de voltaje y reguladoras de corriente)
Las Figuras 16 y 17 muestran los resultados de las pruebas de intensidad luminosa

de los LEDs azules. Las Figuras 18 y 19 muestran los resultados de las pruebas de

intensidad luminosa de los LEDSs rojos.
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Figura 16. (a) Regresion polinomial de los puntos de intensidad luminosa de acuerdo a la
distancia horizontal del médulo LED (color azul) con una altura vertical de un metro. (b)

Solido de revolucién que muestra la intensidad luminosa de acuerdo al area iluminada.
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Figura 17. (a) Regresion polinomial de las puntos de intensidad luminosa de acuerdo a la
distancia horizontal del médulo LED (color azul) con una altura vertical de dos metros. (b)

Solido de revolucién que muestra la intensidad luminosa de acuerdo al area iluminada.
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Figura 18. (a) Regresién polinomial de los puntos de intensidad luminosa de acuerdo a la
distancia horizontal del médulo LED (color rojo) con una altura vertical de un metro. (b)

Soélido de revolucién que muestra la intensidad luminosa de acuerdo al area iluminada.
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Figura 19. (a) Regresion polinomial de los puntos de intensidad luminosa de acuerdo a la
distancia horizontal del médulo LED (color rojo) con una altura vertical de dos metros. (b)

Solido de revolucién que muestra la intensidad luminosa de acuerdo al area iluminada.

5.2. Biometrias de las plantulas

La Tabla 3-muestra las mediciones iniciales, de la primera, segunda y tercera
semana. de las biometrias de las plantulas correspondientes a la altura, longitud del
primer y segundo entrenudo, didmetro de tallo y peso de tallo. A partir de la segunda
semana, la suplementacion del fotoperiodo con luz artificial estimulé la elongacion
de las plantulas, donde T1y T2 presentaron la mayor longitud total, 11.57% y 2.28%
mas grande que el control en la segunda semana, y 16.7% y 13.6% en la tercera
semana, respectivamente. EIl tratamiento tres mostré una altura inicial menor a los
otros tres tratamientos; sin embargo al aplicar el fotoperiodo, las plantulas aceleraron
Su crecimiento y resultaron estadisticamente iguales que el tratamiento control. En

la tercera semana, todos los tratamientos presentaron una mayor longitud de
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entrenudos, donde T2 tuvo el valor mas alto de esta variable con 26.3% y 72.6% mas

alto que el control para el primer y segundo entrenudo, respectivamente.

Tabla 3. Biometrias de las plantulas correspondientes a la altura, longitud del primer y

segundo entrenudo, didmetro de tallo y peso de tallo de las mediciones iniciales, de la

primera, segunda y tercera semana de experimento.

Longitud del Longitud del
Longitud primer entrenudo  segundo entrenudo Diametro de Peso fresco de
total (mm) (mm) (mm) tallo (mm) tallo (g)
Mediciones iniciales
TC 77.6£1.9a - - 1.6+£0.02a 0.078+0.006a
T1 77.3t1.6a - - 1.6+0.02a 0.077+0.005a
T2 75.4+1.5a - - 1.6+0.02a 0.074+0.004a
T3 73.1£1.9a - - 1.6+£0.03a 0.072+0.004a
Mediciones de la primera semana
TC 100.9+2.3b - - 1.7£0.02a 0.151+0.006b
T1 110.1+1.7c - - 1.7+£0.03a 0.175+0.004c
T2 94.9+2.7b - - 1.7+£0.02a 0.145+0.006b
T3 82.2+2.1a - - 1.7+0.04a 0.121+0.005a
Mediciones de la segunda semana
TC 120.0+3.3a - - 2.0+0.02a 0.217+0.011a
T1 133.9+£3.5b - - 1.9+0.04a 0.263+0.012b
T2 122.8+3.5ab - - 1.9+0.03a 0.226+0.012ab
T3 112.8+2.46a - - 1.9+0.04a 0.1930.008+ta
Mediciones de la tercer semana
TC 158.7+3.5a 27.0+1.0a 21.5+0.9a 2.7+0.03a 0.344+0.011a
T1 185.2+2.8b 33.7£2.0ab 23.6x1.2a 2.8+0.07a 0.431+0.009b
T2 180.2+3.6b 34.1+2.1b 37.1+0.14b 2.8+0.03a 0.421+0.011b
T3 165.4+3.3a 33.0+1.9ab 34.3+1.9b 2.8+0.07a 0.366+0.011a

a, b, c en la misma columna por medicion muestran diferencia estadistica significativa por

tratamientos (P<0.05). Las mediciones se muestran como promedio + error estandar.

El modelo logistico fue utilizado por primera vez para describir el crecimiento de

microorganismos y ha sido ampliamente implementado para problemas de

descripcion de poblaciones en ecologia (Yu et al., 2002).
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diferencial es un modelo clasico y util para describir la dinamica de una poblacién en
un medio ambiente con recursos limitados (Cavallini, 1993). La regresion por
minimos cuadrados para la obtencién del modelo logistico de cada tratamiento para
la variable de longitud total se observa en la Figura 20. Los valores de K predichos
por el modelo son consistentes con el experimento ya que T1 y T2 tuvieron los
valores mas altosy TC y T4 los menores. TC tuvo el valor mas alto de r ya que mostro
un ligero mayor crecimiento que todos los tratamientos durante las primeras
semanas, sin embargo, en la ultima semana su velocidad de crecimiento disminuyé
significativamente. Todos los modelos de longitud total tuvieron una correlacion
mayor a 0.96, lo que indica que tuvieron una adecuada adaptacion a los datos del
experimento.

Longitud total de plantula
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Figura 20. Regresion logistica de la longitud de las plantulas a lo largo del experimento. K
representa el crecimiento maximo previsto por el modelo en milimetros, r representa la tasa

de crecimiento de los organismos y R? representa el ajuste del modelo a los puntos.
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El didmetro de tallo permanecio sin diferencia significativa entre los tratamientos a lo
largo de todo el experimento. Las plantulas de T1 tuvieron valores superiores de
peso fresco de tallo a lo largo del experimento, 15.9%, 21.2% y 25.5% mas alto que
el control para la primera, segunda y tercera semana, respectivamente. En contraste,
T3 presento los valores mas bajos de todos los tratamientos en la primer semana,
19.9% mas bajo que el control, y durante las siguientes semanas tuvo una mejora
considerable, sin diferencia significativa, pero un 6.4% mas grande que el control en

la tercer semana.

La Tabla 4 muestra las mediciones iniciales, de la primera, segunda y tercera
semana de las biometrias de las plantulas correspondientes al peso total de la
plantula, porcentaje de peso seco, porcentaje de cenizas, area foliar y peso de las
hojas. El area foliar y el peso de hoja permanecieron sin diferencia significativa
durante las primeras tres semanas de experimento. En la segunda semana, T1y T2
presentaron un sutil incremento en el peso total, que se hace evidente en la tercera
semana con un 7.5% y 6.1% mas grande comparado con el control. En contraste, T3
presento el valor mas bajo de todos los tratamientos en la primer semana, 12.3%
mas bajo que el control, y durante las siguientes semanas tuvo un sutil incremento,
pero con no diferencia estadisticamente significativa en la tercer semana. La
ganancia de peso en el tallo de las plantulas de T3 permitid una recuperacion del
peso total, aunque sin diferencia significativa comparado con el control. Por el
contrario, T3 fue eltratamiento que present6 un peso seco total superior, seguido de
T2 y T1, con 23.8%, 20.1% y 7.1% mayores en comparacion con TC en la tercer
semana. El-porcentaje de cenizas permanecio sin diferencias significativas a lo largo

de las semanas.
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Tabla 4. Biometrias de las plantulas correspondientes al peso total de la plantula,

porcentaje de peso seco, porcentaje de cenizas, area foliar y peso de las hojas de las

mediciones iniciales, de la primera, segunda y tercera semana de experimento.

Area foliar Peso de la hoja Peso fresco Materia seca Contenido de
(cm?) (9) total (g) total (%) cenizas (%)
Mediciones iniciales

TC 4.5+0.18a 0.066+0.003a 0.14440.007a 6.7+0.02a 1.5+0.11ab

T1 4.3+0.19a 0.063+0.004a 0.14040.006a 6.3+0.55a 1.3+0.16a

T2 4.4+0.25a 0.065+0.005a 0.1394+0.007a 5.8+0.05a 2.0+0.12b

T3 4.5+0.26a 0.065+0.005a 0.138+0.007a 6.3+0.33a 2.0+0.02b
Mediciones de la primera semana

TC 8.7+0.33a 0.149+0.006a 0.301+0.009b 12.5+0.28ab 3.3+0.09a

T1 8.1+0.38a 0.142+0.005a 0.317+0.006b 11.1+0.42a 3.3+0.28a

T2 8.9+0.31a 0.151+0.005a 0.296+0.009ab 11.8+0.56ab 3.2+0.08a

T3 8.8+0.42a 0.144+0.008a 0.264+0.01a 15.3+1.67b 4.0+1.01a
Mediciones de la segunda semana

TC 17.8+0.40a 0.316+0.006a 0.533+0.012ab 7.0+0.61a 2.5+0.17a

T1 16.6+0.72a 0.311+0.011a 0.563+0.028b 6.7+0.17a 2.3+0.12a

T2 17.2+0.52a 0.314+0.007a 0.540+0.015ab 7.8£0.12a 2.3+0.06a

T3 17.2+0.44a 0.307+0.008a 0.501+0.012a 7.5£0.18a 2.2+0.05a
Mediciones de la tercera semana

TC 37.8+0.48a 0.700£0.009a 1.043+0.013a 5.7+0.08a 1.740.06a

T1 36.0+0.75a 0.691+0.011a 1.121+0.016b 6.2+0.09ab 1.740.04a

T2 36.4+0.48a 0.685+0.007a 1.107+0.011b 6.9+0.34b 1.840.09a

T3 37.6+0.68a 0.686+0.011a 1.052+0.016a 7.1+0.35b 1.840.14a

a, b, c en la misma columna por medicién muestran diferencia significativa por tiramientos

(P<0.05). Las mediciones se muestran como promedio + error estandar.

La regresion por minimos cuadrados para la obtencién del modelo logistico de cada

tratamiento para la variable de peso total se observa en la Figura 21. Los valores de

K predichos por el modelo son consistentes con los datos del experimento ya que T1

tuvo el valor mas alto y TC el menor. Todos los modelos de peso tuvieron una

correlacion mayor a 0.96, lo que indica una adecuada adaptacién a los resultados

del experimento.
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Figura 21. Regresion logistica de peso total de las plantulas a lo largo del experimento. K
representa el crecimiento maximo previsto por el modelo en milimetros, r representa la tasa

de crecimiento de los organismos y R? representa el ajuste del modelo a los puntos

La Tabla 5 muestra las mediciones al final del experimento con los ultimos cambios
fisiol6gicos correspondientes a la longitud total, longitud del primer, segundo y tercer
entrenudo, diametro de tallo, peso fresco y seco de tallo, area foliar, peso fresco y
seco de hoja, peso fresco y seco total contenido total de cenizas, area especifica de
hoja, indice de salud y eficiencia energética. T1 y T2 mantuvieron la tendencia de
ser los tratamientos con mayor longitud total, 18.2% y 18.7% mayor que el control,
donde T2 presento la mayor longitud del primero y segundo entrenudo con 38.1% y
57.1% mayor que el control, respectivamente. El diametro de tallo permanecié sin

diferencia significativa entre los tratamientos.
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Tabla 5. Biometrias de las plantulas correspondientes a la longitud total, longitud del primer, segundo y tercer entrenudo, didmetro de
tallo, peso fresco y seco de tallo, &rea foliar, peso fresco y seco de hoja, peso fresco y seco total contenido total de cenizas, area
especifica de hoja, indice de salud y eficiencia energética al final del experimento.

Longitud Longitud primer  Longitud segundo  Longitud tercer Diametro de Peso fresco Peso seco Area foliar

total (mm)  entrenudo (mm)  entrenudo (mm)  entrenudo (mm) tallo (mm) de tallo'(g) de tallo (%) (cm?)
TC 171.2+#3.1a 28.9+1.3ab 25.91£0.7a 13.8+0.9a 2.91+0.04a 0.36+0.01a 10.6+0.22b 51.5+1.6ab
T1 202.3+3.3b 34.9+2.2bc 34.2+1.4b 14.3+1.3a 2.84£0.04a 0.49+0.01b 9.2+0.17a 52.1+1.4b
T2  203.2+4.8b 39.9£2.3c 40.7x1.7c 17.3t1.1a 2.9+0.05a 0.49+0.02b 11.5+0.34b 47.2+1.0a
T3 173.6x2.6a 27.0+2.4a 39.8+1.5¢c 15.6+1.3a 2.9+0.03a 0.39+0.01a 11.0+0.15b 47.6x0.6a

Continuacion de la Tabla 5

Peso fresco de Peso seco de Peso fresco Peso seco Contenido total de  Area especifica indice de Eficiencia de
hoja (g) hoja (%) total (g) total (%) cenizas (%) de hoja (cm? g?1) salud energia (g kw-1)
0.93+0.03a 9.3+0.19c 1.31+0.03a 9.82+0.50ab 2.36+0.04a 607.5+14.5b 0.0021c -
0.97+0.03a 8.2+0.08a 1.46+0.03b 8.47+0.40a 2.17+0.02a 656.0+6.38cC 0.0017a 2.81a
0.90£0.02a 8.8+£0.09b 1.39+0.03ab 9.7+0.48ab 2.3+0.06a 603.2+9.69b 0.0019b 3.09b
0.86+0.01a 10.3+0.02d 1.28+0.02a 10.5+0.25b 2.4+0.05a 524.7+1.03a 0.0022c 3.04b

a, b, ¢, d en la misma columna por medicion muestran diferencia significativa por tiramientos (P<0.05). Las mediciones se muestran

como promedio * error estandar.
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Las plantulas de los tratamientos T1 y T2 presentaron los valores mas altos de peso
fresco de tallo con 26.5% y 27.3% mayor que el control, respectivamente. En contraste,
T1 presentd los valores mas bajos de peso seco de tallo, 13.9% menor que TC. Lo
anterior sugiere que las plantulas de T2 se elongaron y también tuvieron una
acumulacion de biomasa en el tallo, en contraste con T1 que también se elongaron pero
no tuvieron una acumulacién de biomasa, y por otra parte, que T3 tuvo una mayor
acumulacién de biomasa pero con una menor altura. Por otro lado, T1 presenté mayor
area foliar en comparacion con T2 y T3. En contraste, T3 tuvo el valor mas alto de
materia seca de hoja con 10.56%, y T1 y T2 tuvieron los mas bajos con 11.6% y 5.5%
mas bajo que el control, respectivamente. Esto sugiere que las hojas de T3 no tuvieron
una expansion significativa pero acumularon una mayor cantidad de biomasa. T1 tuvo
el comportamiento opuesto con una mayor expansion pero.con una menor acumulacion
de biomasa. T2 tuvo un comportamiento en medio de ellos. En este sentido, T3 tuvo el
mayor porcentaje de materia seca total y T1 el més bajo, pero sin diferencia
estadisticamente significativa en comparacion con TC. Sin embargo, T1 obtuvo el valor

mas alto de peso fresco total, 11,2% mas grande que el control.

El area de hoja especifica (SLA) es una variable importante en los modelos de
crecimiento de hortalizas ya que relaciona la produccion de biomasa (peso seco) con
la expansion foliar, y consecuentemente con la intercepcién de la luz y la fotosintesis
(Gary et al., 1991). Cierta cantidad de biomasa puede estar distribuida a lo largo de una
pequefia o grande &rea foliar. En ese sentido, T1 present6 una mayor SLA (8%)
mientras que T3 presentd un menor valor (13.6%) en comparacion con el tratamiento
control. Las plantas que crecen en altas intensidades de luz tienen hojas mas gruesas
con un menor SLA, debido en parte a las capas extras de células de empalizado que
incrementa el nimero de cloroplastos y la cantidad de enzimas fotosintéticas. Sin
embargo, al tener mayor biomasa en un area determinada, el incremento en la
capacidad fotosintética de las hojas que reciben una mayor intensidad luminosa
generard una menor capacidad de captacion de luz en situaciones de baja radiaciéon
luminica (Bjorkman, 1981; Evans y Poorter, 2001; Hanson, 1917). El indice de salud de

las plantas es una herramienta para la evaluacion de los parametros que afectan
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directamente la sobrevivencia y crecimiento de las plantas después de ser
trasplantadas, ademas de permitir la prediccion de rendimientos y calidad de cultivo
(Korkmaz y Dufault, 2004; Liu et al., 2015). El indice de salud de T1 y T2 fue menor que
el tratamiento control debido a que la multiplicacion del diametro de tallo y el peso seco
gue no tuvieron una variacion significativa entre los tratamientos, es dividida entre el
alto de la planta, la variable donde T1 y T2 fueron significativamente mayores. Por otra
parte, la eficiencia energética fue mayor para T2 y T3, lo que indica una mayor

produccion de biomasa por unidad de consumo de energia eléctrica.

Entrenudos cortos, tallos firmes, y grandes hojas de color verde intenso son algunas
caracteristicas de plantulas correctamente desarrolladas (Brazaityté et al., 2010;
Glowacka, 2002). En esta investigacion, T1 y T2 tuvieron una mayor elongacion y T1
presento6 ligeramente una mayor area foliar. Este resultado era esperado ya que TC y
T3 tenian las condiciones extremas de fotoperiodo correspondientes a no luz artificial y
veinticuatro horas de luz (doce natural y doce artificial); ademas, estos resultados
fueron consistentes con Haque et al. (2015) que evalud el crecimiento en especies
silvestres y de cultivo bajo condiciones de luz continua sin termoperiodo, encontrando
gue la tasa fotosintética y la maxima eficiencia fotoquimica del fotosistema Il
disminuian, resultando en hojas cloroticas. Los valores de porcentaje de materia seca
en la dltima semana fueron consistentes con Brazaityté et al. (2010) quienes obtuvieron
9.20%, 9.60% y 10.88% (valores calculados) en las primeras, segundas y terceras
mediciones en los tratamientos que contaban con luz de color rojo, rojo lejano, azul y
UV con fotoperiodo de 10 horas en plantas de jitomate hibrido ‘Raisa F1'. En el
experimento-anterior, este mismo tratamiento fue el que obtuvo los mejores resultados
de longitud total, area foliar y peso fresco. Al final de experimento, y en la mayoria de
las  mediciones, T3 presentd los mayores valores de porcentaje de materia seca,
resultado que es consistente con (Haque et al., 2015) en su experimento anteriormente

mencionado.

En el experimento de Herndndez y Kubota (2012) quienes evaluaron diferentes

cantidades de luz roja y azul con diferentes DLIs en plantulas de jitomate variedad
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‘Komeett’, encontraron que después de 18 dias te tratamiento con dos hojas
verdaderas, el area foliar presento diferencia estadisticamente significativa, lo que es
consistente con la presente investigacion, donde esta variable comenzé a presentar
diferencia significativa en la medicion de la semana dos, catorce dias después de la
aparicion de las primeras hojas verdaderas. Con el incremento de la intensidad de luz,
el &rea especifica de las hojas siempre decrece gradualmente, y este efecto podria
reducir la absorcion de la energia luminica (Fan et al.,, 2013). En el presente
experimento, esta variable coincide con la descripcion anterior, ya que entre mayor fue
la cantidad de luz artificial, menor fue el area especifica. Ademas, los valores de esta
variable fueron consistentes con (Gary et al., 1991) quienes obtuvieron valores en el
rango de 450 a 750 cm? gt en su modelo matematico en jitomate variedad TOMGRO.

5.3. Medicién de fitoquimicos

La Tabla 6 muestra las mediciones semanales de los fitoquimicos durante las cuatro
semanas de experimento. Durante las semanas iniciales del experimento, el contenido
de compuestos fendlicos no tuvo una variacion significativa; sin embargo en las Ultimas
dos semanas, T2 y T3 tuvieron los valores mas altos de esta variable en comparacion
con el control, con 8.3% y 7.1% para la tercer semana, y 40.3% y 35.7% para la cuarta
semana, respectivamente. Por el contrario, el contenido de flavonoides, de forma
generalizada, presentd mayores valores en las primeras dos semanas con una
considerable disminucion en las ultimas tres. En la primera sema la luz artificial causé
gue esta variable incrementara en todos los tratamientos, 22.1% para T1, 40.3% para
T2 y 22.5% para T3, todos comparados con el control. En la dltima semana del
experimento T1 presento los valores mas altos de esta variable (aunque disminuyendo
en comparacion con las primeras semanas), 14.8% mayor que TC. En general, la
capacidad antioxidante (FRAP) tendio a incrementar en todos los tratamientos durante
el experimento con los valores mas altos en TC y T1 al final del experimento, y los
menoresen T2y T3, 13.8% y 23.1% menores que TC, respectivamente. Por otra parte,
la capacidad antioxidante (DPPH) disminuy6 considerablemente después de la primer

semana de exposicion a la luz artificial y presento un ligero incremento en las ultimas
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tres semanas, donde T2 y T3 tuvieron los valores mas altos, 63.8% y 55% mayores que

el control respectivamente.

Tabla 6. Mediciones semanales de contenido de fenoles y flavonoides, capacidad antioxidante

(DPPH y FRAP) y clorofila a y b en plantulas de jitomate al principio y durante las cuatro

semanas de experimento.

Contenido de

Contenido de  flavonoides
fenoles (mg (mg CE gt AOC DPPH AOC FRAP Clorofila-a Clorofila b
GAE g dw) dw) (mg TEgtdw) (mgTEg?!dw) (mgg?) (mg g?)
Mediciones iniciales
TC 9.67+0.11b 19.49+0.95b 26.36+0.80a 6.69+0.17b 0.157+0.001a  0.212+0.001a
T1 8.60+£0.12a 13.45+0.30a  28.36+0.51ab 6.60+0.10b 0.156+0.001a  0.211+0.008a
T2 9.94+0.12b 17.85+0.88b 30.63+0.44c 5.98+0.08a 0.155+0.001a  0.214+0.003a
T3 10.56+0.17¢c  18.25+0.64b  29.64+0.55bc 6.43+0.07b 0.154+0.002a  0.208+0.002a
Primera semana de experimento
TC 11.38+1.07a 13.66%1.00a 28.86%0.44a 6.59+0.11a 0.157+0.001a  0.212+0.003a
T1 9.97+0.16a 16.68+1.03b 28.44+0.71a 6.69+0.16a 0.1540.001+a  0.205%0.012a
T2 11.46+0.69a 19.16+0.75b 27.68+0.33a 6.79£0.10a 0.153+0.001a 0.1987+0.013a
T3 12.45+1.31a 16.73+0.55b 28.32+0.81a 6.65+0.16a 0.155+0.001a  0.211+0.002a
Segunda semana de experimento
TC 10.89+0.47b 7.50+0:15b 7.74+0.50a 16.73+0.17c 0.158+0.001a  0.211+0.002a
T1 9.53+0.07ab 7.03+0.16b 6.41+0.12a 10.98+0.24ab  0.155+0.001a  0.208+0.006a
T2 8.81+0.08a / 6.85+0.10ab 6.44+0.19a 9.96+0.13a 0.155+0.001a  0.203+0.010a
T3 7.90+0.78a 5.49+0.71a 7.55+1.06a 11.63+0.61b 0.154+0.001a  0.208+0.003a
Tercera semana de experimento
TC 10.28+£0.18a 7.61+0.18a 6.48+0.12a 14.23+0.61lab  0.154+0.00la  0.212+0.001a
T1 10.47+0.4ab 8.17+0.14a 6.60+£0.22a 12.76+£0.50a 0.156+0.001a  0.209+0.004a
T2 11.14+0.21b 7.971£0.15a 8.82+0.70a 15.91+0.85b 0.157+0.001a  0.208%0.002a
T3 11.01+0.10b 8.01+0.10a 6.78+0.20a 15.74+0.76b 0.158+0.001a  0.208+0.002a
Cuarta semana de experimento
TC 12.17+0.06a 9.02+0.13b 9.91+0.41a 18.56+0.81bc 0.162+0.001a  0.205%0.004a
T1 14.06+0.62b  10.36%0.59c 10.69+0.64a 19.96+1.50c 0.157+0.001a  0.199+0.007a
T2 17.04+0.30c 8.27+0.11b 16.23+0.54b 15.99+0.47ab  0.159+0.001la  0.205+0.001a
T3 16.51+0.23c 6.74+0.16a 15.36+1.43b 14.27+0.45a 0.156+0.002a  0.201+0.009a
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a, b, ¢, en la misma columna por medicion muestran diferencia significativa por tiramientos
(P<0.05). Las mediciones se muestran como promedio + error estandar. GAE, equivalentes
de &cido galico; CE, equivalentes de catequina; TE, equivalentes de trolox.

Los valores de los dos tipos de clorofila permanecieron sin diferencias significativas a
lo largo del experimento, lo cual es consistente con los experimentos de Kang et al.
(2018) y Mariz-Ponte et al. (2018) donde los valores de clorofila no variaron con la

exposicion de diferentes condiciones de luz.

La capacidad antioxidante en las plantulas puede ser un valor qgue marque el nivel de
adaptacion ante los cambios ambientales que ocurren al momento del trasplante (Kim
et al., 2014). Las plantas poseen mecanismos de defensa que reducen los efectos
negativos de las especies reactivas de oxigeno (ROS), generadas por condiciones de
estrés, usando sustratos antioxidantes o enzimas (Mittler, 2002). Los compuestos
fendlicos inducen un mejor crecimiento y adaptacién bajo situaciones de estrés (Rivero
et al., 2003) y su medicién podria ser utilizada como una base para el monitoreo rapido
de actividad antioxidante (Baba y Malik, 2015; Soobrattee et al., 2005). Diversas
técnicas han sido descritas para evaluar la capacidad antioxidante de plantas y
alimentos, donde dos de las mas aplicadas son las técnicas DPPH y FRAP (Halvorsen
y Blomhoff, 2011; Ozgen et al., 2006; Villano et al., 2007). En el experimento de Kim et
al. (2014) encontraron que la adicion de luz azul incrementa la concentracion de
compuestos fendlicos, contenido de flavonoides y capacidad antioxidante en
comparacion de aquellos tratamientos que contenian otras longitudes de onda. En el
mismo sentido, la adicion de rojo lejano a la luz suplementaria incrementd
considerablemente la produccién de fenoles totales y capacidad antioxidante en
lechuga (Lee et al., 2016). Al final del presente experimento, la cantidad de compuestos
fendlicos fue mayor en todos los tratamientos en comparacion con TC ya que la luz UV-
A activa la biosintesis de estas moléculas con capacidad antioxidante (Bantis et al.,
2018); sin embargo, la concentracion de flavonoides disminuyo en los tratamientos con
mayor tiempo de exposicion a la luz artificial. Al final del experimento, la cantidad total
de compuestos fendlicos incrementd mientras que la de flavonoides disminuyé; esto
indica que los compuestos fendlicos fueron producidos por las plantulas como resultado
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de la situacién de estrés, pero no en la linea de los flavonoides. El incremento en el
contenido de fenoles en los tratamientos T2 y T3 al final del experimento es consistente
con el analisis de DPPH que es comunmente aplicado para clasificar la actividad
antioxidante de estos compuestos (Nenadis y Tsimidou, 2002). Sin embargo, en el
ensayo FRAP, la capacidad antioxidante tendio a incrementar en todos los tratamientos
a lo largo del experimento, donde TC y T1 obtuvieron los valores méas altos al final,
contrario al DPPH. Esto puede deberse a que el ensayo FRAP tiene poca selectividad
y mide casi todos los reductantes (incluyendo antioxidantes) con un potencial de
reduccion menor a 0.7 V, por otra parte, no detecta el glutation o ciertos tioles de peso
molecular bajo u otras moléculas que contienen azufre, que podrian jugar un papel
importante en la defensa antioxidante de las plantas (Halvorsen'y Blomhoff, 2011). La
calidad de la luz afecta la produccion de hormonas endogenas al influenciar la
produccion de metabolitos secundarios. La luz roja podria promover el crecimiento del
tallo mediante la regulacion de giberelinas, mientras que la luz azul promueve la
produccién de flavonoides, lignina fenilpropanoides y otras hormonas (OuYang et al.,
2015). El fotoperiodo extendido con luz roja; azul, rojo lejana y UV-A puede regular la
elongacion y la expansion de las hojas en las plantulas de jitomate; ademas, se pueden
lograr niveles adecuados de antioxidantes en las plantulas ya que esta variable es
importante para la adaptacion cuando ocurren cambios ambientales al momento del

trasplante.

6. Conclusion

En el presente estudio, T1 y T2 presentaron los mejores resultados, mostrando que
ademas de la calidad de la luz, el fotoperiodo también es una variable importante para
el crecimiento de las plantas. Esta investigacion revela que el crecimiento de las
plantulas de jitomate variedad "Cérdoba F1" se potencio en condiciones fotoperiddicas
de 12h de luz natural con 4h y 8h de luz artificial compuesta de longitudes de onda roja,
rojo lejana, azul y UV-A. Ademas, 24 h de luz no incrementé significativamente el
crecimiento ni el contenido total de fenoles y flavonoides de la planta. Este estudio

proporciona informacion basica sobre el efecto de incrementar el DLI a través de la
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adicion de horas al fotoperiodo natural con la combinacién de cuatro importantes
longitudes de onda a nivel morfolégico y la produccién de fitoquimicos de interés. Esta
investigacion también proporciona informacion béasica sobre el disefio de un modulo
LED, considerando la cantidad de luz que puede proporcionar cada LED
correspondiente a una longitud de onda dominante. Esta informacion también se puede
considerar para el disefio posterior de sistemas de iluminacion artificial basados en
iluminacién LED teniendo en cuenta la cantidad de horas de luz natural, agregando

horas de luz artificial al fotoperiodo.
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