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Resumen

La absorcién de nitrogeno (N) en la rizosfera es un proceso llevado a cabo por el
transporte activo de la raiz, asi como por la actividad enzimética realizada por una
gran variedad de microorganismos. Garantizando una correcta metabolizacion del
N, el rendimiento del cultivo se potencia. Sin embargo, en cultivos organicos, el
porcentaje del rendimiento del cultivo disminuye entre un 15y 20%, en comparacion
con un cultivo convencional. Esto debido, principalmente, a la nutricion organica
implementada en este sistema, la cual impacta en la disponibilidad de N en el
sustrato de crecimiento y raiz. Representando de esta forma, un reto metabdlico
para el sistema organico. El objetivo de este trabajo fue comparar y analizar la
actividad metabdlica y enzimatica relacionada con el ciclo del N en tomate cv.
‘Merlice’ de produccion hidropdnica organica y convencional. Muestras de agua del
sistema de riego, sustrato y raiz de ambos sistemas fueron tomadas en las semanas
4, 8, 22 y 41 del ciclo de cultivo. Se analizé la composicidon de la solucion nutritiva,
los contenidos de NO3, NO2, NH*4 y actividades de las enzimas NR, NiR, GS y
PRT. Ademas, se analizé el crecimiento de las plantas durante el ciclo de los
cultivos. Los resultados de la solucién nutritiva, asi como de sustrato y raiz indicaron
un efecto significativo (p<0.005) del sistema de cultivo. Se evidencid6 mediante la
solucion nutritiva un mayor aporte de NO3 (15%) y NH*4 (70%) en sistema orgénico.
En sustrato del sistema organico el contenido de NO=3 disminuyé en un 12%,
indicando una posible absorcién por las raices. En donde se encontrd un contenido
del 30% mayor en raiz organica. El contenido de NO2 y NH*4 en raiz se evidenci6
incrementado en un 32% y 13%, respectivamente. Esta disponibilidad de N en raiz
impacto en la actividad de la NR en raiz del sistema organico, registrandose una
actividad 50% mayor. Dicha metabolizacion de N evidenciada en el sistema
organico impacté en un mayor desarrollo vegetativo de las plantas cultivadas en
sistema orgéanico. Estos resultados sefialan la necesidad de optimizar los sistemas
de cultivo hidropdnico convencional y organico.

Palabras clave: Practicas agricolas, Nitrégeno, Solanum lycopersicum.



Abstract

The nitrogen (N) uptake in the rhizosphere is a process carried out by active root
transport as well as enzymatic activity by a wide variety of microorganisms. Ensuring
a correct metabolism of N, the yield of the crop is enhanced. However, in organic
crops, the percentage of crop yield decreases by 15 to 20%, compared to a
conventional crop. This is mainly due to the organic nutrition implemented in this
system, which impacts the availability of N in the growth substrate and root. In this
way, it represents a metabolic challenge for the organic system. Therefore, the aim
of this study was to compare and analyze the metabolic and enzymatic activity
related to the N cycle in cv tomatoes. 'Merlice’ of organic and conventional
hydroponic production. Water samples from the irrigation system, substrate and root
of both systems were taken at weeks 4, 8, 22 and 41 of the crop cycle. The
composition of the nutrient solution, the contents of NO3, NO=2, NH*4 and the
activities of the enzymes NR, NiR, GS and PRT were analyzed. In addition, plant
growth during the crop cycle was analyzed. The results of the nutrient solution, as
well as substrate and root indicated a significant effect (p<0.005) of the cropping
system. A higher contribution of NO3 (15%) and NH*4 (70%) in the organic system
was evidenced by the nutrient solution. In the substrate of the organic system, the
NO3 content decreased by 12%, indicating a possible absorption by the roots.
Where a 30% higher content was found in organic root. The content of NO and
NH*4 in roots was shown to increase by 32% and 13%, respectively. This availability
of root N had an impact on the activity of root NR in the organ system, with a 50%
higher activity. This metabolization of N evidenced in the organic system had an
impact on a greater vegetative development of plants grown in the organic system.
These results point to the need to optimize conventional and organic hydroponic
growing systems.

Key words: Agricultural practices, Nitrogen, Solanum lycopersicum.



1. Introduccion

El tomate (Solanum lycopersicum), es una de las hortalizas mas consumidas a nivel
mundial. El incremento promedio anual en la produccion desde el afio 2013 fue de
~1.8%, con picos en la produccion notablemente mayores en los afios 2014 y 2021;
5.6% Yy 27.24%, respectivamente (Tabla 1) (FAOSTAT, 2023). El notable incremento
en la produccion a partir del 2014 propicio la implementacion de nuevas tecnologias
de produccion de alimentos como macrotinel, malla sombra e invernaderos. Dichas
tecnologias comprenden un grupo denominado como Agricultura Protegida (Pratt &
Ortega, 2019). La implementacion de la agricultura protegida ha hecho posible que
durante varios afios México se posicione dentro de los diez principales paises
productores de tomate a nivel mundial asi también como el principal exportador de
esta hortaliza (Fig. 1y 2) (SIAP, 2023).

La produccién de tomate a nivel mundial se maneja de forma convencional, sistema
en el cual se utilizan distintos fertilizantes sintéticos que potencian la produccion del
cultivo. Sin embargo, el uso de este tipo de fertilizacion compromete la calidad de
los suelos de produccion, ya que, puede aumentar la acidez del suelo debido a la
liberacién de iones de hidrégeno, lo que conduce al desarrollo de suelo infértiles.
Ademas de que se potencia la contaminacién de mantos acuiferos (Sainju et al.,
2019).

Por tal motivo, la implementacién de cultivos organicos es una alternativa para tratar
de contrarrestar el dafio ambiental que ha provocado la utilizacion de los fertilizantes
sintéticos sobre el suelo. Este sistema de cultivo con el paso de los afios ha
incrementado considerablemente. Sin embargo, su uso aun es menor en
comparacién con el cultivo convencional, debido a que los rendimientos que se
producen en este sistema son menores, lo cual para el productor de tomate no es

conveniente.

Uno de los principales retos de la agricultura organica es lograr altos rendimientos,

por lo cual, el adecuado manejo de la nutricién en estos cultivos es fundamental



para lograrlo. Al ser el nitrégeno (N) uno de los nutrientes principales en el desarrollo
de los cultivos, su disponibilidad en el sustrato de crecimiento del cultivo es un factor
imprescindible que impacta directamente en el desarrollo y rendimiento del cultivo,
tanto en sistemas organicos como convencionales. Esto debido a la capacidad neta
de absorcion de nitrégeno, asi como su posterior asimilacion principalmente nitrato,

amonio y aminoacidos.

En el cultivo organico un desafio importante es garantizar la sincronia entre esta
disponibilidad y la demanda de N en suelo, para asegurar de manera oportuna que
los cultivos no tengan limitaciones de este nutriente. Por tal motivo fue necesario
generar evidencia de los mecanismos clave de asimilacion de nitrdgeno que se
llevan a cabo en cultivos organicos, teniendo en cuenta esta limitante de nutricion.
Comparar con un cultivo convencional nos dio informacion de posibles vias de

optimizacién de la nutricién en el cultivo organico.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue comparar la actividad enzimética
involucrada en la metabolizacion del nitrogeno en sustrato (fibra de coco) de un
cultivo hidropénico de tomate cv. Merlice de produccidén organica y convencional.
Asi mismo, se evalu6 el impacto de dicha metabolizacién en los cambios en la
disponibilidad de N en el sustrato, asi como su impacto en la capacidad de absorcion
y asimilacién intracelular en el sistema radicular de ambos sistemas de produccion.
Por altimo, se evalud el impacto de los cambios en la capacidad de absorcion y
asimilacion intracelular de nitrégeno sobre la capacidad de desarrollo de los cultivos,
asi como en la calidad y vida poscosecha del tomate.

Los resultados indicaron una mayor concentracion de nitratos y amonio tanto en
solucién nutritiva, asi como en sustrato y raiz del sistema organico, asi como
también se observd una alta actividad enzimatica, lo cual propicio un mayor
desarrollo vegetativo de las plantas cultivadas en el sistema organico. Estos
resultados sefalan la necesidad de optimizar los sistemas de cultivo hidropénico

convencional y organico.






2. Antecedentes
2.1. Evolucion de la produccion de tomate a nivel mundial

El tomate (Solanum lycopersicum), es una de las hortalizas de mayor produccion a
nivel mundial. De acuerdo con la FAO, la produccién de tomate ha tenido un
incremento sostenido a lo largo de los afios. Del afio 2011 al 2021, se increment6
la produccién en 97, 303, 820 toneladas (ton) (Tabla 1) (FAOSTAT, 2023). Asi
mismo, el area de cultivo del tomate se incrementé en 1, 730, 279 hectareas (ha),
pasando de 4,581,632 ha en el 2011 a 6,311,911 ha en el 2021 (Tabla 1)
(FAOSTAT, 2023). Analizando el incremento promedio anual de la produccién, en
porcentajes, estos estuvieron alrededor del 2% hasta el afio del 2020; siendo en el
afio 2021 donde el aumento en la produccion fue notablemente mayor (27.24%),
(Tabla 1) (FAOSTAT, 2023). Dicho incremento puede atribuirse a la implementacion

de la agricultura protegida.

Tabla 1. Evolucién de la produccién de tomate a nivel mundial. Durante los afios 2011-2021
(FAOSTAT, 2023).

Porcentaje de

Afo Produccién Area cosechada Incremento
(Produccion)
(tn) (ha) %
2011 159,466,859 4,581,632 4.03
2012 163,160,213 4,802,394 2.31
2013 165,219,586 4,847,487 1.26
2014 174,448,040 4,912,396 5.6
2015 176,508,179 4,824,192 1.18
2016 177,382,876 4,854,457 0.49
2017 178,024,027 4,876,142 0.36
2018 180,231,376 5,004,555 1.23
2019 183,014,805 4,999,181 1.54
2020 186,821,216 5,051,983 2.07
2021 256,770,679 6,311,911 27.24




2.1.1. Principales paises productores de tomate

Los principales paises productores de tomate son China, India y Turquia, seguidos
de EUA e ltalia (Fig. 1). México con el paso de los afios ha permanecido dentro de
los 10 principales productores de tomate a nivel mundial; en 2021, se posicion6 en
9° lugar con una superficie cosechada de 90,306 hectareas y una producciéon de
4,149,240 de toneladas (FAOSTAT, 2023).
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Fig. 1 Principales paises productores de tomate a nivel mundial (FAOSTAT, 2023).

2.2. Evolucién e importanciaecondémica de la produccién de tomate en México

La posicion de México dentro de los principales productores de tomate a nivel
mundial ha sido posible debido a la implementacién de tecnologias de riego y
adopcion de una agricultura protegida (McLeod & Flores, 2018). La agricultura
protegida consiste en producir cultivos bajo estructuras protectoras, las cuales estan
disefiadas para modificar el ambiente natural. Esta se divide en cuatro categorias:
invernaderos de tecnologia alta, invernaderos de tecnologia media, invernaderos de
tecnologia baja y malla sombra (Tabla 2) (Pratt & Ortega, 2019). En comparacion
con una produccién en cielo abierto, la agricultura protegida aumenta el rendimiento
y la calidad del fruto.(McLeod & Flores, 2018). Lo que contribuye asi al valor



agregado de la hortaliza para una mejor posicion competitiva en el mercado de
exportacion; area en la cual México es el primer exportador de tomate a nivel
mundial (FAOSTAT, 2023).

Tabla 2. Comparacion de las tecnologias en agricultura protegida (Pratt & Ortega, 2019).

Variables de Tipo de tecnologia
comparacion
Alta Media Baja Casa Cielo
sombra abierto
Productividad 500-800 tn/ha 400 tn/ha 100-300 120-150 22 tn/ha
tn/ha tn/ha
Requisitos de  El medio de 60% en Similar al  Terreno con  Profundo,
tierray suelo  cultivoesel  suelos, igual cielo drenaje y una  limoso,
sustrato con  que en cielo abierto ligera bastante
menos de 2% abierto, 40% pendiente plano, pH
de pendiente. en sustratos para evitar entre 6.2y
plagas 6.8.
Uso de agua 16 m3/tn 35 m3/ton 59 m3/tn  50-70 m3/tn 75 m3/tn
Kg de 10.4 27.2 20.7 24.88 31.1
nitrégeno por
tonelada de
tomate
Uso de 216 385 600 518-698 743
energia kWh

por tonelada

2.2.1. Exportacion de tomate en México

México se ha mantenido como el principal exportador de tomate a nivel mundial
debido a la implementacion de la agricultura protegida (McLeod & Flores, 2018).
Este cambio en la forma de produccion de tomate ha sido de gran importancia y los
valores se han reflejado en la exportacion. A partir del afio 2014 la exportacion de
tomate se incrementé en 50% (Fig. 2), siendo a partir del afio 2015 que la
exportacion de tomate ha mantenido un incremento anual de alrededor del 6%. (Fig.
2) (SIAP, 2023).
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Fig. 2. Evolucion de la exportacién en México (SIAP, 2023)

2.2.2. Fertilizacion e impactos en el rendimiento de cultivos de tomate en

México.

La produccion de tomate se realiza en sistemas convencionales y organicos. Los
sistemas de produccién convencionales involucran la aplicacién de fertilizantes
sintéticos y plaguicidas, los cuales generalmente se usan de forma intensiva con el
objetivo de incrementar la productividad (Boschiero et al., 2023). Sin embargo, por
lograr dicho objetivo se liberan contaminantes que tienen un fuerte impacto
ambiental (Eyhorn et al., 2019). En México este sistema de produccidn representan
el 98.3% de la produccion total de tomate, con un rendimiento de ~144.41 tn/ha
(SIAP, 2023).

En contra parte, con el sistema organico, de acuerdo con la regulacion 2018/848 de
la Union Europea (Regulation (EU) 2018/848 of the European Parliament and of the
Council on organic production and labelling of organic products and repealing
Council Regulation (EC) No. 834/2007. | UNEP Law and Environment Assistance

Platform, 2018), se combinan practicas de manejo con menor impacto ambiental ya



gue se sustituyen los fertilizantes sintéticos por compuestos organicos tal como
estiércol de pollo, bovino o caprino, harina de algodén o de pescado, asi como
biofertilizantes, entre otros (Shaji et al., 2021). Estos actian mediante la liberacion
gradual de nutrientes en el suelo, proporcionando de esta forma propiedades
microbioldgicas, fisicoquimicas y bioquimicas, que influencian en la calidad del
suelo donde se desarrollara el cultivo (Shaji et al., 2021). En México, este sistema
es usado en la produccion de tomate, sin embargo, su uso es limitado, ya que
representa ~1.7% del cultivo de tomate a nivel nacional y tiene un rendimiento del
75.44 tn/ha (SIAP, 2023). Este bajo rendimiento presentado en los sistemas
organicos es debido principalmente a la diferencia entre los fertilizantes utilizados
en cada sistema, ya que estos impactaran directamente sobre la disponibilidad de
nutrientes que la planta tiene para su desarrollo y repercutir4 sobre el rendimiento

final del cultivo.

Dentro de los fertilizantes mayormente utilizados se encuentra el nitrdgeno (N).
Segun estimaciones de la FAO, en 2018 el consumo mundial agricola fue de 107.7
Mt de N elemental procedente de fertilizantes sintéticos (Menegat et al., 2022).Sin
embargo, alrededor del 50% y hasta el 70% del nitrégeno aplicado en los cultivos
se pierde, lo que impide que los cultivos alcancen un alto rendimiento y se
incrementen los costos e inversiones en los insumos agricolas, lo cual impacta en
la seguridad alimentaria (Coskun et al., 2017; Shilpha et al., 2023). Ademas dicha
pérdida y liberacion de fertilizantes nitrogenados contribuye a la eutrofizacién de
aguas superficiales, asi como también se contribuye a las emisiones atmosféricas

de gases de efecto invernadero (Shilpha et al., 2023).

Por lo anterior, la nutricion en los cultivos y principalmente la nutricibn con
compuestos nitrogenados es clave para promover, mejorar 0 incrementar el
rendimiento final de los cultivos. Dicho papel e importancia del nitrogeno se refleja

en las secciones siguientes.



2.3. Nitrogeno como uno de los principales nutrientes en las plantas.

El nitrégeno (N) es uno de los principales nutrientes inorganicos que limitan en
mayor medida el crecimiento y rendimiento de los cultivos. La regulacion del
crecimiento y productividad de los cultivos radica principalmente en su importancia
para sintetizar compuestos vitales, tales como aminoacidos, proteinas, acidos
nucleicos, fitohormonas, entre otras (Anas et al., 2020). Ademas, la disponibilidad
de este nutriente puede influir en la composicion final del fruto (Hernandez et al.,
2020; Tavallali etal.,, 2018). Por lo tanto, es necesario el suministro y la
disponibilidad de este nutriente a lo largo de todo el desarrollo de la planta de

tomate.

Asi mismo, las cualidades nutritivas del tomate en poscosecha se ven
comprometidas por varios factores, tales como el genotipo de la planta, las
condiciones ambientales donde se desarrolle, asi como por el uso de fertilizantes o
nutrientes inorganicos (Hernandez et al., 2020). Este ultimo factor es clave, ya que
de este dependen las caracteristicas organolépticas del tomate: apariencia, textura,
sabor; asi como también su capacidad antioxidante y concentracion de

macronutrientes (Toor et al., 2006).
2.3.1. Metabolismo y transporte del nitrégeno.

El N es uno de los elementos mas abundantes en la atmésfera. Sin embargo, este
se encuentra en forma de nitrégeno molecular, formula quimica que la mayoria de
los organismos no tienen la capacidad de asimilar (Kuypers et al., 2018). Por lo
tanto, los compuestos nitrogenados en la naturaleza se dividen en dos grupos: no
reactivos y reactivos. Siendo el N no reactivo, el nitrégeno atmosférico (N2). Por otro
lado, el N reactivo (Nr) incluye formas inorganicas oxidadas y reducidas como:
amoniaco (NH3), amonio (NH*4), oxido nitrico (NO), acido nitrico (HNO3), oxido
nitroso (N20), nitrito (NO2) y nitrato (NO 3). Teniendo estas formas reactivas la
planta puede asimilarlo y tener un desarrollo 6ptimo, asi como un mejor desarrollo

y productividad (Galloway et al., 2003).



En plantas, el NO3y el NH*4 son las mayores fuentes de nitrégeno, siendo el NO3
la forma predominante del nitrégeno en suelo. Para la absorcion activa de este, se
requieren de proteinas transmembranales que permitan la absorcion del medio
exterior para su transporte y translocacion a los diferentes tejidos y células de las
plantas. (Wang et al., 2018). Se han descrito seis tipos de familias de proteinas
encargadas de realizar esta funcion: transportadores de amonio (AMT1 y AMT2),
transportadores de nitratos de alta afinidad (NRT2; NRT2.1, NRT2.2, NER2.3,
NRT2.4, NRT2.5 y NRT2.7), transportadores de nitratos de baja afinidad (small
peptide transporter family NPF: NRT1/PTR), familia de transportadores de cloruros
(CLC), canales anibnicos tipo-s y sus homologos (SLAC/SLAH) y transportadores
de amino acidos (AAP, CAT1, CAT3 y proT) (Chen et al., 2020; Fan et al., 2009;
Hsu & Tsay, 2013; Kiba et al., 2012; Lin et al., 2008; Y.-Y. Wang et al., 2018b; Y.-Y.
Wang & Tsay, 2011)

El NO3 para ser incorporado en aminoacidos se reduce a NO= por accion de la
enzima nitrato reductasa (NR) en el citosol de la célula; posteriormente NO lleva
otra reduccion y es convertido en NH*4 por accion de la nitrito reductasa en los
plastidos o en los cloroplastos (Wang et al., 2018a); luego, este ultimo, continua su
procesoy se une a esqueletos de carbono para formar aminoacidos necesarios para
el desarrollo de las plantas. EI NO3no reducido es transportado y almacenado en
las vacuolas de las células mesdfilas, este transporte es llevado a cabo por medio
del xilema (Liang & Zhang, 2020). Los iones NH*s4 resultantes de la reduccion de
NO=3, 0 incluso los que han sido directamente incorporados, funcionan como
sustrato para que las enzimas como glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa
(GOGAT) puedan generar acido glutamico (Glu) y glutamina (GlIn), los cuales son
precursores de la sintesis de otros aminoacidos necesarios para el crecimiento y

desarrollo de la plantas (Lopez-Delacalle et al., 2020).

En tomate, un estudio realizado por (Horchani et al., 2010) revel6 que un suministro
de N ya sea en la forma inorganica de NO3 o NH*4 , influencia en el desarrollo y la

morfologia de la planta de distinta forma. Los resultados obtenidos por el grupo de



estudio mostraron que las plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv Rio
Grande) se desarroll6 mejor en condiciones nutricionales basadas en altas
concentraciones de NH*s que bajo NOs. Esto fue evaluado por la medicion de peso
seco y area foliar. Ademas, destacaron que la mayor concentracion de NHs* se
encontraba en las raices; existe evidencia de que el NH*s es toxico en altas
concentraciones, por lo tanto, debe asimilarse rapidamente mediante la via
GS/GOGAT. Hecho que, durante el estudio, de igual forma, fue evaluado, ya que la
actividad de las enzimas involucradas en esta via, tales como: nitrato reductasa
(NR), nitrito reductasa (NiR), glutamina sintetasa (GS) y glutamato deshidrogenasa
(GDH), aumentaron en presencia de NH4*y se detectdé mayor actividad en las raices
(Horchani et al., 2010).

Un elemento clave a destacar es que la planta puede asimilar mas rapido el NHa4*
que el NOs~ debido a un menor gasto energético implicado en su asimilacion (Zhang
et al., 2019). Ademas, el NH4* puede directamente ser asimilado por la planta via
GS/GOGAT para generar dos moléculas de glutamato que posteriormente estaran
involucradas en la sefalizacion de muchos procesos fisioldgicos. Estos procesos
incluyen la germinacion de semillas, arquitectura de la raiz, germinacién del polen,
respuesta a heridas y resistencia a patdégenos, asi como respuesta y adaptacion a
estrés ambiental (Qiu et al., 2020). Ademas de que también puede reducirse a
nitrato, o desaminarse en compuestos nitrogenados. Mientras que el NO“3 debe
reducirse antes de su asimilacion lo que implica mayor inversion de energia para la
planta (Heeb et al., 2005).

Esta disponibilidad del nitrégeno en el suelo del cultivo es un factor imprescindible
que impacta directamente en la producciéon y rendimiento del cultivo tanto en
sistemas organicos como en convencional. En cultivo organico un desafio
importante es garantizar la sincronia entre esta disponibilidad y la demanda de N en
suelo para asegurar de manera oportuna que los cultivos no tengan limitaciones de
este nutriente. Ya que la fuente de N en este tipo de fertilizantes tiende a ser mas

lenta la mineralizacion. Por lo que la materia organica del suelo es de los principales
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pilares de la produccion agricola, es aqui donde comienza a suministrarse y

manipular el nitrégeno.
2.3.2. Mineralizacion de la materia organica.

En la produccién agricola, las fuentes potenciales de N son principalmente
materiales organicos, estas fuentes seran sometidas a un proceso de mineralizacién
en el que los microorganismos presentes en el suelo del cultivo metabolizan el
carbono organico y transforman los compuestos organicos de N (Gaskell & Smith,
2007). Formando de esta forma un ciclo dinAmico que determinara la tasa y

disponibilidad de N para su aprovechamiento durante el desarrollo de la planta

La mineralizacion del nitrégeno consta de dos etapas: protedlisis y amonificacion.
La protedlisis consiste en la hidrélisis de proteinas que generaran péptidos que
posteriormente seran transformados en aminoacidos. Siendo las quitinasas y
proteasas las principales que catalizan la descomposicién inicial de componentes

naturales de la planta que contienen N (Gianfreda, 2015).

La segunda etapa es la amonificacion, durante este proceso los aminoacidos son
convertidos en amoniaco. En esta transformacioén el amonio (NH4*) se transforma
en amoniaco (NHz) a través de su desprotonacion debido a las cargas negativas de
las particulas superficiales de los suelos (Coskun et al., 2017). Este proceso de
transformacion de compuestos nitrogenados es llevado a cabo de igual forma por
varios géneros de microorganismos, como lo son Clostridium sp., Proteus sp.,
Pseudomonas sp., Serratia sp., Escherichia coli, actinomicetos y hongos
(Pasmionka et al., 2021).

2.3.3. Transformacién microbiana de compuestos nitrogenados.

Los microorganismos tienen la capacidad de convertir compuestos nitrogenados,
utilizando catorce reacciones (Fig.3). Estas reacciones involucran ocho especies
clave de nitrégeno inorganico (Nitrato, Nitrito, 6xido nitrico, 6xido nitroso, gas

dinitrégeno, hidroxilamina, hidrazina y amoniaco). Las reacciones involucran
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oxidacion y reducciéon de compuestos, donde actian distintas enzimas (Tabla 3)
(Kuypers et al., 2018).

Tabla 3. Enzimas involucradas en la transformacion microbiana de Nitrégeno.

Enzimas (Kuypers et al., 2018)
1.- Nitrato reductasa asimilatoria (NAS) 2.- Hidroxilamina oxidasa (HOX)

3.- Nitrato reductasas disimilatorias unidas a

la membrana (NAR) y periplasmicas (NAP,) = Oxdefo nliioee EeliEiEes (NOLE),

5.- Nitrito oxidorreductasa (NXR) | 6.- Oxido nitrico dismutasa (NOD)

7.- Oxidasa de 0Oxido nitrico (NOO) 8. Nitrito reductasa aSImI(Igm?;)l

9.- Nitrito reductasas con hemo (cd,-NIR) y| 10.- Nitrito reductasa de citocromo
con cobre (Cu-NIR) | ¢ periplasmico disimilatorio (ccNIR)

11.- Oxido nitrico reductasas dependientes 12.- E-hidroxilamina
de citocromo ¢ (CNOR). oxidorreductasa (eHAO)
13.- Oxido nitrico reductasa (p450nor) 14.- Molibdeno-hierro (MoFe)

15.- Oxido nitrico reductasa de flavo-dihierro

(NORvw)) 16.- Hidrazina sintasa (HZS)

16.- Hidroxilamina oxidorreductasa (HAO) Ll AT ED I Sz

(AMO)
Nitrate - 4V NO, @ NO, + 2¢"+ 2H - NO, +H,0
NXR .NAS(assimilatory) @ NO, +H,0—>NO, +2e +2H*
NAR, NAP, NXR (dissimi
@NoD @ (dissimilatory) @ NO+2H,0 5 NO,- + 3¢+ 4H'
Cu-NIR? NO. . @ NO+H,0—-NO, + e +2H"
Nitrite + +I1I A
( Joc @®NO, +e +2H' 5 NO+H,0
g
Nitric oxide | +II NO ( @cNor. ® 2NO+2e +2H' >N O+H 0O
1k \ ) @ NH,OH — NO+ 3+ 3H"
é '!5 Nitrous oxide + + / : @N,O+2e+2H >N, +HO
oll= . onos @ 2NO N, +0,
Dinitrogengas + 0 .
NIR (assimilatory) @ NO, +6e”+8H* — NH," + 2H,0
. ccNIR, eHAO
Hydroxylamine + - ONR, OTR @ N, +8e + 8H' + 16ATP — 2NH, + H, + 16ADP + 16P,
(dissimilatory)
@NH, >N, +4e +4H:
Hydrazine + -lI
@NO+NH, +3e +2H 5 NH, +H,0
Ammonia L -lll <, Organic @NH, + 0, +2e +H' - NH,0H+H,0
CYN, URE, nitrogen

etc.

Fig. 3. Transformacién microbiana de compuestos nitrogenados (Kuypers et al., 2018).
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2.3.4. Fijacion de nitrégeno.

El nitrégeno atmosférico (N2) es el elemento mas abundante. Sin embargo, solo
microorganismos que cuenten con el sistema para codificar a la enzima Nitrogenasa
son capaces de fijar nitrégeno. Esta enzima cataliza la transformacion del N2 en
amoniaco (NHs) mediante la siguiente reaccion: N2 + 8e~ + 8H* + 16ATP - 2NHs3 +
H2 + 16 ADP + 16P; (Kuypers et al., 2018).

Se han descrito bacterias pertenecientes a los géneros Azotobacter, Azotococcus,
Azospirillum, Beijerinckia, Derxia; anaerodbicas: Clostridium; asi como bacterias
fotosintéticas como Rhodobacter (Pasmionka et al., 2021). La actividad de estos
organismos, conocidos también como diazotrofos, incrementa los recursos de
nitrogeno disponibles. Por lo tanto, estos microorganismos son estimulantes del
desarrollo vegetal de la planta, ademas de que promueven los sistemas de

transporte de NO3 en las plantas (Pasmionka et al., 2021).

A diferencia de la familia Fabaceae (fijadoras de nitrégeno), la planta de tomate no
tiene la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico. No obstante, se reporté en 2007,
especies diazotréficas de Burkholderia asociadas a rizosfera de plantas de tomate
en diferentes regiones de México. que mostraron actividad de la enzima nitrogenasa
y ademas se detectd la presencia de genes nifH (Caballero-Mellado et al., 2007).
Dicho hallazgo permitiria usar esto como una herramienta adicional o como una

alternativa para incrementar la produccion de tomate.
2.3.5. Nitrificacion

La nitrificacidon se clasifica en dos procesos: (1) oxidacion del amoniaco (NHs + Oz
+ 2e~ + H* > NH20H + H20); (2) oxidacion de nitrito (NO—2 + H2O - NO3 + 2e™ +
2H+. En la oxidacién del amoniaco la enzima amoniaco monooxigenasa (AMO) se
ve potenciada, esta cataliza la oxidacion del amoniaco en hidroxilamina (NH20H)
(Kuypers et al., 2018). Bacterias del género Nitrospira, también conocidas como

Bacterias Oxidantes de Amoniaco (BOA) y arqueas del género Nitrososphaera,
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denominadas: Argueas Oxidantes de Amoniaco (AOA) son clave en la realizacion

de este proceso (Kuypers et al., 2018).

El segundo proceso es la oxidacién del nitrito al nitrato, esta via bioquimica implica
la produccidén de nitrato catalizado por la enzima nitrito oxidorreductasa (NXR),
codificada por varias bacterias aerobias nitrito-oxidantes pertenecientes a los filos:
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Chloroflexi,
Nitrospinae y Nitrospirae (Kuypers et al., 2018).

2.3.6. Desnitrificacion

La desnitrificacion es el proceso bioquimico donde ocurre la reduccion de NO3 en
condiciones anaerobias o relativamente anaerobias llevado a cabo por
microorganismos. Esta puede ser parcial: reduccién de NO3 a NO™2 (NO3 + 2e~ +
2H" > NO72 + H20) o a NH*4 (NO™2 + 6e~ + 8H* - NH'4 + 2H20). En estas
reacciones entran en accion tres enzimas clave: 1) nitrato reductasa asimilatoria
(NAR); 2) nitrito reductasa asimilatoria (NiR); 3) hidroxilamina reductasa asimilatoria
(ANH20HR). Esta capacidad la poseen bacterias pertenecientes a los géneros
Bacillus , Aerobacter , Escherichia, entre otras (Sparacino-Watkins et al., 2014).

Adicionalmente la desnitrificacion puede también ser total y esta implica la reduccion
de NO a 6xidos de nitrogeno e incluso N gaseoso o molecular (Kuypers et al.,
2018). Esta desnitrificacion total es catalizada en un proceso denominado reduccién
disimilatoria de NO3 por la accion de 1) DnaR: nitrato reductasa desnitrificante, 2)
DniR: nitrito reductasa desnitrificante, 3) DNOR: Oxido nitrogenado reductasa
desnitrificante, 4) DN2OR: 6xido nitroso reductasa desnitrificante, 5) DNH20HR: la
hidroxilamina reductasa desnitrificante. Esta desnitrificacion es realizada por
microorganismos heterotrofos y anaerobios facultativos, los mas representativos:

géneros Bacillus y Pseudomonas (Pasmionka et al., 2021).
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2.4. Impacto de la fertilizacion en cultivos de tomate.

La adicién de fertilizantes es un factor clave que puede afectar las comunidades
microbianas asociadas al cultivo; por consiguiente una incorrecta asimilacién de
nutrientes (Grunert et al., 2019). La diversidad microbiana en el suelo del cultivo,
como ya se describidé, es un factor critico para el funcionamiento de ciclos
biogeoquimicos, asi como la descomposicion de materia organica y fijacion de
nitrégeno, ademas de estimulacion del crecimiento y proteccion contra patégenos.
Todos estos factores dependen de las practicas de agricultura que se empleen
(Khmelevtsova et al., 2022).

Ademas, se tiene evidencia de que el tipo de fertilizante utilizado para tratar cultivos
impacta significativamente en el rendimiento. Un ejemplo de ello es un cultivo de
tomate tratado con estiércol (contenia 0,34% N, 0,15% P y 0,48% K), tuvo mayor
rendimiento de frutos de tomate, que en comparacion con un cultivo tratado con
compost de orujo de oliva (1,26% N, 0,08% P y 1,03 % K). La diferencia radico en
el numero medio de frutos por planta. Aunque el segundo tratamiento contenia una
mayor concentracién de N, la mineralizacién de este fue lenta, por lo tanto, la planta

de tomate no pudo aprovecharlo correctamente (Gatsios et al., 2021).

Esto ultimo puede atribuirse a que la disponibilidad de N en la agricultura organica
no depende Unicamente de la concentracion total de N aplicado a la rizosfera, sino
también la tasa de mineralizacion del N realizada por microorganismos tiene un

impacto importante (Li et al., 2020).

De acuerdo con los antecedentes sefialados anteriormente, la fijacion de nitrogeno
en plantas de cultivo organico de tomate aun no se encuentra bien descrita; es
necesario comprender las estrategias de absorcion y asimilacién de nitrégeno, asi
como su relacion con las actividades enzimaticas en sustrato de crecimiento y en el
sistema radicular. Por lo que en este trabajo se propone estudiar el mecanismo
mediante el cual la planta asimila los compuestos nitrogenados disponibles en el

sustrato organico; mediante el conocimiento de las actividades enzimaticas
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involucradas en la absorcién de nitrégeno organico. Y asi mismo, comparar este
mecanismo con el llevado a cabo en el cultivo convencional. Y de esta forma
informar la correspondencia directa entre las actividades enziméticas,

concentracion y transformacion de compuestos nitrogenados.
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3. Justificacion

La produccién de tomate en México representa una derrama econdémica importante.
Durante varios afios se ha posicionado dentro de los primeros diez paises
productores de esta hortaliza; ademas de ser el principal pais exportador de tomate
a nivel mundial. Para dicha produccion se han implementado los sistemas de cultivo
protegido como malla sombra, invernadero y macrotunel, donde se han logrado
rendimientos de 200 a 700 toneladas por ha. En condiciones de invernadero por
hidroponia, se han implementado la produccion convencional con aporte de
nutrientes a través de fertilizantes quimicos convencionales y la produccion
organica, donde la fuente de nitrégeno es un producto organico (harina de pescado,
harina de sangre, lombri-composta y otros productos autorizados para productos
organicos). El uso de estos fertilizantes organicos representa un reto metabdlico
para la planta ya que el nitrégeno organico debe mineralizarse para que esté
disponible y pueda ser asimilado. Por ello, los rendimientos de produccion en
cultivos organicos son notablemente menores (20 % aproximadamente) en
comparacion con un cultivo convencional. Teniendo en cuenta que el nitrégeno es
uno de los principales nutrientes en el cultivo de tomate para sintesis de
aminoacidos, proteinas, bases nitrogenadas pigmentos fotosintéticos etc., se
requiere un adecuado suministro durante las etapas fenolégicas mas importantes
del ciclo de cultivo del tomate. Por ello, fue necesario dilucidar el mecanismo de
fijacion de nitrégeno en el cultivo de tomate organico en invernadero. De tal forma
que, fue importante evaluar como el nitrdgeno es asimilado por la planta de tomate,
y cdmo la actividad enzimatica impacta en la transformacion de los compuestos
nitrogenados. De esta forma, identificar qué vias estan involucradas. Este trabajo
tuvo como objetivo conocer el mecanismo mediante el cual el cultivo organico de
tomate esta realizando la asimilacion de nitrégeno por medio de la medicion y
cuantificacion de compuestos nitrogenados inorganicos y como la disponibilidad de
estos impacta en la actividad de enzimas en sustrato de crecimiento y sistema

radicular. Asi mismo, ver el impacto que genera este metabolismo en la planta,
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mediante la determinacion de parametros morfolégicos de la planta y de fisiologia
poscosecha de los frutos. Esto con la finalidad de compararlo con el cultivo de
tomate convencional para conocer posibles vias por medio de las cuales se pueda
mejorar la nutricion y el rendimiento. De esta forma, establecer estrategias para

mejorar los rendimientos de produccion.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Comparar la eficiencia de asimilacion de nitrdgeno en el sustrato de tomate de
produccién organico y convencional, y su impacto sobre el metabolismo radicular,

asi como en el desarrollo de las plantas y calidad de los frutos.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Comparar la disponibilidad de compuestos nitrogenados inorganicos en el

sustrato de sistemas de produccion organico y convencional.

4.2.2. Cuantificar la actividad enzimatica asociada a la asimilacion de nitrégeno en

el sustrato y raiz de plantas de tomate de produccion organica y convencional.

4.2.3. Evaluar el impacto de la eficiencia de asimilacion de nitrégeno sobre los

rasgos fisiologicos de la planta y calidad del fruto en ambos sistemas de produccién.
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5. Metodologia

5.1. Condiciones y caracteristicas de los cultivos hidroponicos bajo sistemas

organicos y convencionales.

Sitio experimental. Para la evaluacion y comparacion del metabolismo de nitrégeno
en sustrato y raiz, asi como el rendimiento y calidad de los frutos de tomate
(Solanum lycopersicum cv. Merlice) se utilizaron dos invernaderos hidroponicos
comerciales bajo sistemas de fertilizacién convencional (5000 m?) y organico (7500
m?) ubicados en Centro de Investigacion y Capacitacion Koppert Rapel (CEICKOR)
(20°42'22.5"N 99°56'27.6"W), durante el ciclo de produccion 2022-2023.

Para todos los experimentos se utilizé un disefio bifactorial completamente
aleatorizado, con tres repeticiones. Los factores considerados fueron (1) sistema de
produccién con dos niveles: organico y convencional; (2) semana de desarrollo del
cultivo con cuatro niveles: 4, 8, 22 y 41 semanas. Generando asi un disefio
experimental de 8 tratamientos (Tabla 4). En cada invernadero se eligieron al azar
15 plantas. La unidad experimental (UE) fue de 5 plantas. Las semanas de
muestreo fueron elegidas de acuerdo con las etapas clave del ciclo fenolégico del
tomate i) desarrollo vegetativo (semana 4), ii) inicio de floraciébn (semana 8), iii)
crecimiento reproductivo (semana 22), iv) fin del crecimiento reproductivo (semana
41).

Origen de las muestras. Se utilizaron semillas de tomate de racimo cv Merlice
injertadas sobre un portainjerto generado de semillas de tomate cv Maxifort’.
adquiridas de la productora de semilla De Ruiter Seed (Bayer). Las plantas en
ambos sistemas de produccién se condujeron en sistema de doble tallo. Las
semillas fueron germinadas y posteriormente injertadas sobre el tallo del cultivar
“Maxifort”; Dos semanas después se trasplantaron en bolsas de sustrato comercial
a base de fibra de coco (dimensiones 50 cm x 18 cm x 17 cm); SUHM, Colima,
México). Mientras que para el sistema organico se trasplanto en canoas de plastico

con fibra de coco como sustrato (dimensiones 200 cm x 20 cm x 20 cm).
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Recoleccion de muestras. En cada periodo de muestreo, en cada una de las 15
plantas seleccionadas se tomaron muestras de sustrato, raiz y frutos (Fig. 4). Las
muestras de sustrato se colectaron en una zona comprendida de mas de 1 cm de
las raices y de més de 10 cm alejadas del tallo de la planta. Las muestras de raiz
fueron tomadas de la zona radicular de cada planta. Las muestras de sustrato y raiz
fueron colocadas en bolsas de polietileno independientes, identificadas y colocadas
en contenedor que contenia hielo para ser transportadas al laboratorio para su
andlisis. En el laboratorio, se separd la raiz del sustrato y se congelaron

individualmente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su analisis.

Los analisis fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica
Poscosecha de Frutas y Hortalizas. del Departamento de Investigacion y Posgrado
de Alimentos (DIPA) en la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de

Querétaro.

Tabla 4 Disefio experimental

Sistema de produccién | Semana de desarrollo Tratamiento

(F1) (F2)
Orgéanico 4 1
Convencional 2
Organico . 3
Convencional 4
Organico 5

. 22
Convencional 6
Organico 7

; 41
Convencional 8
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Especificaciones:

+ Sistema de produccién orgénica

Extension: 5,000 m?

Orientacion: Norte-Sur

Tipo de ventilacién: Pasiva con ventanas frontales de cierre automatico
Cubierta: Doble capa de plastico

.

#%, Valulas de riego. Sistema de 2 valvulas

plantas distribuidas en las 2 valvulas de
riego.

‘% Plantas de muestreo. Seleccion de 15
kD

b Especificaciones:
+ Sistema de produccion convencional
+ Extension: 5,000 m?
+ Orientacion: Norte-Sur
+ Tipo de ventilacion: Pasiva con ventanas frontales de cierre automatico
+ Cubierta: Doble capa de plastico

'.;\ Valvulas de riego. Sistema de 3 valvulas

Plantas de muestreo. Seleccion de 15 plantas
, distribuidas en las 3 vélvulas de riego.

Fig. 4. Especificaciones de los invernaderos organico (a), convencional (b) y seleccion

de plantas para el muestreo.
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5.1.1. Sistema de fertilizacion y riego en los cultivos convencional y organico.

El suministro de nutrientes se realizé a través de un sistema de riego por goteo. En
el que la solucion contenia disueltos las sales de los nutrientes inorganicos
requeridas para el cultivo convencional y los nutrientes requeridos y autorizados
para el cultivo organico (Tabla 5). Estas soluciones fueron aplicadas de acuerdo con
los requerimientos de nutrientes y agua para el desarrollo de la planta y para evitar
el estrés hidrico que pudiera presentarse durante los ciclos diarios de temperatura.

Tabla 5. Composicion nutrimental de la solucién nutritiva utilizada en el sistema de riego
en los invernaderos de cultivo convencional y orgénico..

Convencional Orgéanico
Fertilizante Concentracion Fertilizante Concentracion
gL* gLt
Ca (NO-3), 123 CaCl; 10
CaCl; 9 K2SOs4 33
Ca (EDTA) 2 Elementos mL L1
KNO-3 26 Cobre (Cu) 0.22
KCI 5 (Hierro) Fe 8.5
K2SO4 33 Magnesio (Mn) 1.7
MgSO.4 48 zinc (Zn) 0.9
KH2PO4 21 Boro (B) 3
Quelsel Mix 3.5 Molibdeno (Mo) 0.44
Newquel Zn 14% 0.405 Tierra fértil 5-7-1 (NPK) 50
Newquel Mn 13% 0.14
Quelsel Fe 6% 1

De manera complementaria a estas soluciones, se aplicaron durante el ciclo de
cultivo formulaciones comerciales descritos en la Tabla 6. Dicha aplicacion fue de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Tabla 6. Lista de productos complementarios de apoyo a la nutricion de plantas de tomate
de los diferentes sistemas de cultivo organico y convencional

Semana 4 | Semana 8 | Semana 22 | Semana 41
Org [Conv |Org |Conv | Org | Conv | Org | Conv

Aplicaciones

Bio Pak F ®
Microsoil ®
Amifol K®
CabrioC ®
Agroclean ®
Virkon ®
Rally®
Key plex ®
Serenade soil ®
Previcur ®
Delfan foliar ®
Trianum ®
Bactiva ®
Acido peracético ®
Mil Stop ®
Umbral ®
Kumulus ®

5.1.2 Registro de pardmetros de crecimiento de la planta y rendimiento del
cultivo.

La variedad ‘Merlice es una planta de tomate con crecimiento indeterminado, por
ello los registros de crecimiento se llevaran a cabo de la siguiente forma:

En cada periodo de muestreo (semanas 4, 8, 22 y 41) y para cada una de las 15
plantas de cada invernadero, se registraron parametros como; diametro del tallo
(mm), area foliar (cm?), altura de la planta (cm), nimero de hojas y nimero de frutos
de tomate. En cuanto al rendimiento de la planta, estos datos fueron proporcionados

por el invernadero.
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5.1.3. Toma de Muestras para registro de parametros poscosecha del fruto.

Se colectaron racimos de tomate (convencionales y orgénicos) en la etapa de
madurez 3 (Turning) de acuerdo con la carta de color de estados de madurez de
tomate sefialados en THE VISUAL AIDS de la USDA (USDA, 2023).

Los frutos cosechados se depositaron en cajas de carton (50 x 38 x 10 cm) y fueron
llevados al Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Poscosecha de Frutas y
Hortalizas, donde se seleccionaron 30 frutos, los cuales se marcaron y pesaron para
ser almacenados durante 20 dias a 12 °C (HR 90%). Después de 0, 5, 10, 15y 20
dias de almacenamiento, se tomaron muestras de 5 frutos de cada sistema, para

su registro de peso, color, firmeza, acidez titulable y sélidos solubles.
5.2. Métodos

5.2.1. Composicion de la solucion nutritiva del agua de riego en sistemas

hidropdnicos organico y convencional.

Se tomaron muestras del agua del sistema de riego en los puntos de entrada de
cada planta y la salida de cada sistema de produccion durante cada semana de
evaluacion (4,8,22,41), Se analizaron cationes, aniones y microelementos. Para la
evaluacion de cationes: Nitratos (NO3), fueron determinados mediante
espectrofotometria (Cataldo et al., 1975); fésforo de fosfatos y fosfato diacido
(H2PO«") determinados mediante el método Peech- Morgan (Lunt et al., 1951);
sulfatos (SO4) por el método turbidimétrico (Rodriguez et al., 2010); bicarbonatos
(HCO3z) determinados mediante titulacion (Pauss etal., 1990) y cloruros (CI)
mediante el método de Mohr (Belcher et al., 1957). Asi mismo los aniones: sodio
(Na*), potasio (K*), calcio (Ca*?) y magnesio (Mg*?) se determinaron por solubilidad
(Ranke et al., 2009) y amonio (NH*4) se determind por el método EDTA/fenol (Jeong
et al., 2013). Para la evaluacion de los microelementos: Fierro (Fe*?), Zinc (Zn*),
Cobre (Cu*?) y Manganeso (Mn*%) se determinaron mediante espectrometria de

absorcion atémica (Heghedus-Mindru et al., 2014) y el contenido de Boro (B*3)
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mediante azometina- H (Endo et al., 2013). Todos los resultados de las soluciones

nutritivas fueron expresados en mMol L.
5.2.2. Metabolitos nitrogenados inorganicos en sustrato y raiz.
5.2.2.1. Contenido de nitrato (NO3).

El contenido de nitratos en sustratos y raiz se cuantificO espectrofotométricamente
como lo describieron Cataldo et al., (1975); y Yu et al., (2016). Este método se basa
en la formacién de un croméforo por la nitracion del &cido salicilico en un medio
altamente 4cido que es leido a 410 nm a pH 12. Tres réplicas de 1 g de sustrato
fresco, de ambos sistemas de cultivo, se trituraron en un mortero con nitrégeno
liquido; el triturado se mezcl6 en un tubo Falcon (50 mL) con 6 mL de amortiguador
de fosfato-KOH a pH 8.2 (NaH2POa4 0.01M, EDTA 0.01M, cisteina 0.005M). La
mezcla se homogeniz6 empleando un ULTRA TURRAX (IKA®, Modelo T 25,
Alemania) a 10 000 rpm durante 1 min. Las muestras homogenizadas se
centrifugaron a 30,000 g durante 15 min. 50 uL, del sobrenadante se mezclaron con
200 pL de acido salicilico al 5% (p/v) y 750 uL de H2SO4 concentrado; la mezcla se
incub6 30 min a temperatura ambiente. Después, se afiadieron 9500 pL de NaOH
2M, se incub6é 30 min a temperatura ambiente para formar el cromoéforo
correspondiente. Los croméforos formados se cuantificaron por absorbancia
empleando un espectrofotometro LAMBDA 365 UV/Vis (PerkinElmer) a una longitud
de onda de 410 nm.

Para el célculo de la concentracién de NO-sen la muestra, se construy6é una curva
de calibracion de KNO a partir de una solucién stock de 10 mg mL™1. Se calcul6 el
volumen correspondiente para preparar 10 mL de solucion de las siguientes
concentraciones: 5, 100, 200, 300, 500 pg NOs mLt. 50 uL de estas soluciones
fueron tratadas como se describié en el parrafo anterior, se leyo su absorbancia a
410 nm. Con la concentracion de NO3 de cada tubo y la absorbancia, se construy6
la curva de calibracion la cual fue ajustada mediante una regresion lineal. La

absorbancia de cada muestra fue interpolada a su correspondiente concentracion a
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través de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion. Los resultados fueron

expresados como mg de NO3g* PF.

El contenido de NO3en raiz se determind siguiendo la misma metodologia descrita

en los parrafos anteriores utilizando 125 mg de raiz.
5.2.2.2. Cuantificacién del contenido de amonio (NH*4).

Se sigui6 la metodologia descrita por Xiong et al., (2018) y Brautigam et al., (2007).
La cual se basa en que el NH*4 forma mono cloramina al reaccionar con hipoclorito
de sodio en condiciones alcalinas. Dicha mono cloramina reacciona con fenol y
nitroprosiato, como catalizador, formando asi un derivado indofenol, de color azul
gue absorbe a 625 nm. Tres réplicas de 1 g de sustrato fresco, de ambos sistemas
de cultivo, se trituraron en un mortero con nitrégeno liquido; el triturado se mezclé
en un tubo Falcon (50 mL) con 8 mL de agua destilada y se homogenizé en un
ULTRA TURRAX (IKA®, Modelo T 25, Alemania) a 10 000 rpm por 1 min. Las
muestras homogeneizadas se centrifugaron a 12,000 g durante 10 mina 4 °C. 3 mL
de sobrenadante se mezclaron con 500 pL de solucién de hipoclorito de sodio 1%
(v/v) y 500 pL de fenol al 1% (p/v) en presencia de nitro prusiato de sodio 0.01%
(p/v); y NaOH 0.5% (p/v); seguido de una incubacién a 37 °C durante 30 min.
Después se afadieron 5900 uL de agua destilada seguidos de 100 pL de solucién
de tartrato de potasio y sodio 8%, EDTA 2% y NaOH 0.7%.

La cloramina formada se cuantific6 por absorbancia empleando un
espectrofotometro LAMBDA 365 UV/Vis (PerkinElmer ®) a una longitud de onda de
625 nm.

La cuantificacion de NH*s4 en las muestras se obtuvo mediante una curva de
calibracién construida a partir de una soluciéon stock de 10 mg NH4Cl mL:. Se
calculo el volumen correspondiente para preparar 10 mL de solucion de las
siguientes concentraciones: 1, 2, 4, 6, 8 y 10 ug NH4Cl mL?1. 3mL de estas
soluciones fueron tratadas como se describi6 en el parrafo anterior y sus

absorbancias leidas a 620 nm fueron registradas para después construir la curva de
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calibracion de concentracion de NH*s y absorbancia. Las absorbancias de las
muestras fueron interpoladas a su correspondiente concentracion de NH4* a través
de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion. Los resultados fueron
expresados como mg de NH*s g PF.

Para el contenido de NH*4 en raiz se siguio la misma metodologia establecida para

el sustrato utilizando 125 mg.
5.2.2.3. Contenido de nitritos (NO2).

El contenido de este metabolito se cuantificé espectrofotométricamente siguiendo,
los procedimientos descritos por diferentes autores Hageman & Hucklesby, (1971);
Kim & Seo, (2018); Ren et al.,(2017). Donde el NO2 del medio de reaccion y
mediante el ensayo de Griess se forma un cromaoforo por la reaccion del NO2 en
condiciones &cidas con &cido sulfanilico y posterior acoplamiento con 1-naftilamina
formandose un complejo colorido que absorbe a 540 nm. Se pesaron por triplicado
0.5 g de sustrato, de ambos sistemas; se trituraron en un mortero con nitrégeno
liquido y en un tubo Falcon (50 mL) se mezclaron con 20.0 mL de solucién
amortiguadora de fosfato-KOH a pH 7.4 (NaH2PO4 25mM, EDTA 0.001M, cisteina
0.005M). Estas mezclas se homogenizaron en un ULTRA TURRAX (IKA®, Modelo
T 25, Alemania) a 10 000 rpm por 1 min. Las muestras se centrifugaron a 8000 rpm
durante 10 min a 4 °C. 400 uL de sobrenadante, se mezclaron con 1200 pL de
solucién amortiguadora de fosfato (NaH2PO4 0.01M), a pH 7.5 seguido de una
incubacion a 30 °C durante 30 min. Después de la incubacion, se afiadieron 1000
uL de acido sulfanilico al 1% (p/v) en acido clorhidrico 3M y 1000 pL de 1-naftilamina
0.2% (p/v) en alcohol etilico anhidro absoluto, seguido de una incubacion a
temperatura ambiente durante 20 min. Los cromoéforos formados se cuantificaron
por absorbancia a una longitud de onda de 540 nm empleando un espectrofotbmetro
(LAMBDA 365 UV/Vis, PerkinElmer ®).

El contenido de NO en la muestra se obtuvo a partir de una curva de calibracion

construida a partir de una solucion stock de KNO2 0.01M. Con esta se prepararon

28



una serie de tubos para preparar 10 mL de solucion con las siguientes
concentraciones: 1, 50, 100, 150 y 200 pM KNO2. 400 pL de cada solucion se
mezclaron con 1200 pL de solucion amortiguadora de fosfato a pH 7.5, se incubaron
30 min a 30 °C; se afiadieron 1000 pL de acido sulfanilico al 1% (p/v) en &cido
clorhidrico 3M y 1000 pL de 1-naftilamina 0.2% (p/v) en alcohol etilico anhidro,
seguido de una incubacién por 20 min a temperatura ambiente. Los cromoéforos
formados se cuantificaron por espectrofotometria a 540 nm en un espectrofotdmetro
(LAMBDA 365 UV/Vis, Los datos de absorbancia y concentracion de nitritos fueron
graficados y la ecuacion de la regresion lineal fue utilizada para calcular las
concentraciones de NO en las muestras. Los resultados fueron expresados como
mg de NO2 g* PF.

5.2.3. Determinaciéon de las actividades enzimaticas asociada al metabolismo

del nitrégeno en plantas de tomate.
5.2.3.1. Actividad de Nitrato reductasa (NR) en sustrato y raiz.

Se determiné siguiendo la metodologia descrita por (Schinner et al., 1996). La
metodologia se basa en la liberacién de NO2 en la muestra usando KNO3 como
sustrato. Dado que en la muestra el NO~ es rapidamente transformado a amonio
por la accién de la nitrito reductasa (NiR) fue necesario inhibir esta enzima mediante
la adicion de una solucion 2,4-dinitrofenol y asi el NO= liberado por la NR fue

extraido con solucién de KCI.

Preparacion del extracto enzimatico. Se pesaron por triplicado 5 g de sustrato, de
ambos sistemas, se trituraron y homogenizaron en un tubo Falcon (50ml) con 4.0
mL de solucion 2,4-dinitrofenol 0.09 mM, 1.0 mL de KNO3 25.0 mM y 5.0 mL de
agua destilada. La mezcla de extraccion se incubo en agitacion constante en un
agitador orbital (FE-315, Felisa) a 25 °C durante 24 hrs. Después de la incubacion,
se afadieron 10 mL de KCI 4 M, se filtraron con papel filtro Whatman #1. El filtrado

(extracto enzimatico crudo) se conservo a 4 °C hasta su analisis (dentro de 24 hrs).

29



Determinacion de actividad NR. El NO= liberado en la muestra posterior a la
incubacion, se midié siguiendo la metodologia descrita en el apartado 5.2.2.3.
Como muestras control se utilizaron muestras independientes por triplicado de 5 g
de sustrato para obtener el extracto enzimatico, pero estas se incubaron a -20 °C
por 24 hrs. Posterior a la incubacion las muestras fueron tratadas como lo descrito
anteriormente.

Para la cuantificacion de la actividad de NR, se construyd una curva de calibracién
a partir de una solucion stock de 1000 pg de NaNO2. Se calculdé el volumen
correspondiente para preparar 10 mL de solucién de las siguientes concentraciones:
0,0.2,0.4,0.8,1y 1.4 ug NaNO2 mL* 400 uL de estas soluciones fueron tratadas
conforme al apartado 5.2.1.3. Las absorbancias de las muestras fueron interpoladas
a su correspondiente concentracion a través de la ecuacién de la recta de la curva

de calibracion.

La actividad enzimética se expres6 como la diferencia entre las absorbancias
obtenidas en las muestras control y en las muestras incubadas a 25 °C. Los

resultados fueron expresados como mg de NO2 g* de proteina hr?.

La actividad de NR en raiz se determiné siguiendo la metodologia de Hageman &
Hucklesby, (1971); Kim & Seo, (2018). El NO~ liberado por la enzima es llevado a
la formacion de un cromaéforo con acido sulfanilico y 1-naftilamina cuya absorbancia
se registra a 540nm con la cual se registra en contenido de NO.

Muestras por triplicado de 200 mg de raiz de ambos sistemas, se trituraron en un
mortero con nitrégeno liquido y en un tubo Falcon 50 mL se mezclaron con 8 mL de
soluciéon amortiguadora de fosfatos (NaH2PO4 25mM, EDTA 1.0mM vy cisteina
5.0mM). a pH 7.4. Se homogenizaron en ULTRA TURRAX (IKA®, Modelo T 25,
Alemania) a 10 000 rpm por 1 min. Los homogeneizados se centrifugaron a 8000
rpm durante 10 min a 4°C. 400 pL de sobrenadante, se mezclaron con la mezcla de
reaccion (KNO-3 0.1M, NaH2PO4+H20 0.1M y 400 pL de una solucion de NADH 2mg
mL'a pH 7.5. La mezcla se incubé a 30 °C durante 30 min. Después de la

incubacion, se afiadieron 1000 pL de acido sulfanilico 1% (p/v) en acido clorhidrico
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3 My 1000 pL de 1-naftilamina 0.2% (p/v) en alcohol etilico anhidro absoluto,
seguido de una incubacion a temperatura ambiente durante 20 min. Los cromoforos
formados se cuantificaron por absorbancia a una longitud de onda de 540 nm
usando un espectrofotometro (LAMBDA 365 UV/Vis a (PerkinElmer ®)).

La cuantificacion del NO-2 formado por la actividad de NR se midi6 utilizando la curva

de calibraciéon de nitritos descrita en la seccién 5.2.2. 3.

Los resultados fueron expresados como actividad especifica y se expresaron como

mg NO2 g proteina hr?.

5.2.3.2. Determinacion de la actividad de Glutamina sintetasa (GS) en sustrato

y raiz.

La actividad de GS se determiné siguiendo la metodologia de Igbal et al., (2020); y
Wang et al., (2014). La cual se basa en la formacion de y-glutamilhidroxamato en
presencia de glutamato, hidroxilamina, magnesio y ATP. El y glutamilhidroxamato
al reaccionar con cloruro férrico permite el desarrollo de un color azul que se

cuantifica en un espectrofotometro.

Preparacion de extracto enzimatico. Muestras por triplicado de 0.5 g de sustrato, de
ambos sistemas, se trituraron en un mortero con nitrégeno liquido. El triturado se
transfirié a un tubo Falcon (50mL) se mezclé con 20 mL de solucion amortiguadora
de fosfato- (NaH2PO4 25 mM, EDTA 0.001M, cisteina 0.005M) a pH 7.4 La mezcla
se homogeniz6 en un ULTRA TURRAX (IKA®, Modelo T 25, Alemania) a 10 000
rom por 1 min. Las muestras homogenizadas se centrifugaron a 8000 rpm por 10
min a 4 °C.

Actividad de GS. 700 pL del extracto enzimatico se mezclaron con 1600 pL de
solucion amortiguadora de reaccién (Tris 0.1M, MgSO4 80mM, glutamato de sodio
20mM, cisteina 20mM, EDTA 2mM, clorhidrato de hidroxilamina 80mM) a pH 7.4.
Adicionalmente, se afiadieron 700 pL de solucion de ATP 40mM, se incubo6 15 min

a 25 °C. Se adicionaron 1000 pL de reactivo cromogénico (acido tricloroacético
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0.2M, cloruro férrico (Il1) 0.37M y HCI 0.6M). Las mezclas se incubaron 15 min a 25
°C; seguido de una centrifugacion a 5000 rpm por 10 min. El sobrenadante
resultante se analizé usando un espectrofotometro (LAMBDA 365 UV/Vis a
(PerkinElmer ®)) a una longitud de onda de 540 nm.

La actividad especifica de GS se calcul6 como unidades de actividad UGS definida
como el cambio en la absorbancia en una magnitud de 0.001 unidades de

absorbancia por minuto.
Los resultados se expresaron como UGS mg proteina min.

Para la determinacion de la actividad de GS en raiz se siguio la misma metodologia
descrita para sustrato, utilizando 200 mg de raiz y 8 mL de solucion amortiguadora

de fosfato.
5.2.3.3. Determinacion de actividad de Proteasa (PRT) en sustrato.

La actividad de proteasa se determind segun lo descrito por Kandeler (1996).
utilizando caseina como sustrato. Las proteasas de la muestra hidrolizan el sustrato
después de 2 h de incubacién a 50 °C. Los aminoacidos liberados se extraen y el
sustrato remanente se precipita con acido tricloroacético. Los aminoacidos
aromaticos como la tirosina (Tyr) reaccionan con el reactivo de Folin Ciocalteu en
medio alcalino formandose un complejo azul cuya absorbancia se determina en un

espectrofotometro a 700 nm.

Digestion proteolitica de caseina por las muestras. Tres réplicas de 1.5 g de sustrato
de cada sistema, se trituraron en un mortero con nitrégeno liquido y en un tubo
Falcon (50 mL) se mezclaron con 7.5 mL de solucién amortiguadora Tris 0.05M pH
8.1y 7.5 mL de caseina 2%. La mezcla se homogeniz6 en un ULTRA TURRAX
(IKA®, Modelo T 25, Alemania) a 10 000 rpm por 1 min. Las muestras
homogenizadas se incubaron a 50 °C por 2h. Posterior a la incubacion, se
agregaron 5 mL de &cido tricloroacético 0.92M. Las muestras fueron filtradas con

filtro Whatman # 1. El filtrado se conservé a 4 °C hasta su analisis (no mas de 4h).
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Cuantificacion de la actividad de proteasas PRT. Se mezclé 1 mL del filtrado de la
digestion de la caseina con 1.5 mL de reactivo alcalino (Na2COs 5% (p/v), NaOH
0.1M, CuS04.5H20 0.5% (p/v), C4H4KNaOs-4H20 1% (p/v)) y 1.0 mL de reactivo
fenol Folin- Ciocalteu. Se incubaron a temperatura ambiente durante 90 min. La
tirosina liberada en la mezcla de reaccion se cuantificO por absorbancia a una
longitud de onda de 700 nm, usando un espectrofotdmetro (LAMBDA 365 UV/Vis a
(PerkinElmer ®)).

Como control se utilizaron muestras independientes por triplicado de 1.5 g de
sustrato bajo el mismo procedimiento descrito anteriormente, sin la adicién de de
caseina.

La actividad de proteasa se expresd como equivalentes de tirosina generados por
gramo de muestra y unidad de tiempo (h) de incubacién utilizando una curva
estandar de diferentes concentraciones de tirosina y la siguiente expresion:
Tm—Tc

C Mst

Donde Tm fueron los equivalentes de tirosina en la muestra y Tc, los equivalentes

PRT =

de tirosina en el control, Ms es el peso de la muestra y t es el tiempo de incubacion.

Los equivalentes de tirosina fueron calculados mediante la construccion de una
curva de calibracion, a partir de una solucién stock de 400 pg Tyr mL™2. A partir de
esta solucibn madre, se calcul6 el volumen necesario para preparar 10 mL de
diferentes soluciones con las siguientes concentraciones: 10, 20, 30, 40, 50, 60 ug
Tirosina mL?. 1 mL de estas soluciones fueron tratados como se describid
anteriormente y medidas sus absorbancias a 700 nm. Con estos datos se construy6
la curva de calibracion y los datos fueron ajustados por una regresion lineal de una

recta con interseccion en el origen.

Los datos de absorbancias de las muestras y controles fueron interpoladas a su

correspondiente concentracion a través de la ecuacion de la recta de la curva de
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calibracion. Los resultados de actividad de PRT se expresaron como mg tyr g*

proteina hr?,
5.2.3.4. Actividad de Nitrito reductasa (NiR) en sustrato y raiz.

Se determind siguiendo la metodologia de (Lu et al., 2022; Silveira et al., 2001). Se
basa en la cuantificacion de NO~ liberado en la mezcla de reaccién, determinando
la actividad como la diferencia de concentracion de NO~ antes y después de una

incubacion a 30 °C durante 24 hrs.

Extracto enzimatico. Se pesaron por triplicado 1 g de sustrato, se trituraron en un
mortero con nitrégeno liquido y en un tubo Falcon (50 mL), se mezclaron con 30 mg
de CaCOs, 3 mL solucion NaNO2 0.03M, 3 mL solucién glucosa 0.028M y 3 mL de
agua destilada. Esta mezcla fue homogenizada en un ULTRA TURRAX ((IKA®,
Modelo T 25, Alemania) a 10,000 rpm por 1 min. En este punto se realizé la
determinacion de la concentracion inicial de NO2 de acuerdo con el apartado
5.2.1.3. Posterior a la determinacién inicial el homogenizado se incub6 en agitacion
contante usando un agitador orbital (FE-315 Felisa) durante 24 hrs a 30 °C. Después
de la incubacion se afiadieron 3.2 mL de solucion KCI 4M, se filtr6 mediante filtro
Whatman #1 (125mm). El filtrado se centrifugé a 8000 rpm por 10 min a 4 °C. El

sobrenadante se recuperé y se conservé a 4 °C.

Actividad de NIR. 400 pL del sobrenandante fueron utilizados para la determinacion
del NO~ generado siguiendo la metodologia descrita en el apartado 5.2.1.3.

Para la cuantificacion de NO~ liberado en las muestras se construy6 una curva de
calibracion a partir de una solucion stock NaNO2 0.01 M. Se calculo el volumen
correspondiente para preparar 10 mL de solucién de las siguientes concentraciones:
1, 45, 90, 135 y 180 uM NaNO2 mL* 400 uL de estas soluciones fueron tratados
como se describi6 anteriormente. Las absorbancias de las muestras fueron
interpoladas a su correspondiente concentracion a traves de la ecuacion de la recta

de la curva de calibraciéon. La actividad de NIR fue calculada restando la actividad
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inicial a la actividad final presentada en las muestras. Los resultados fueron

expresados como mg de NO= g* de proteina hr.

Para la actividad de NiR en raiz, la actividad fue estimada, esto debido a la
disponibilidad de las muestras. De tal forma que la estimacion se realiz6 basada en
el producto de esta enzima (NH*4) y el sustrato (NO=2). Los resultados fueron

expresados como mg NH*4/ mg NO~.

5.2.4. Determinacion del contenido de proteina total en sustrato y raiz.

Se determin6 de acuerdo con lo descrito por (Bradford, 1976) y se siguieron las
instrucciones del fabricante del reactivo de Bradford de SigmaAldrich (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany).

Se pesaron por triplicado 0.5 g de sustrato, de ambos sistemas; se trituraron en un
mortero con nitrégeno liquido y en un tubo Falcon (50 mL) se mezclaron con 20.0
mL de solucion amortiguadora de fosfato-KOH a pH 7.4 (NaH2PO4 25mM, EDTA
0.001M, cisteina 0.005M). Estas mezclas se homogenizaron en un ULTRA TURRAX
(IKA®, Modelo T 25, Alemania) a 10 000 rpm por 1 min. Las muestras se
centrifugaron a 8000 rpm durante 10 min a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante y se

conservd a 4 °C.

Determinacion de proteina. 120 pL del sobrenadante, se mezclé con 130 uL del
reactivo de Bradford. La mezcla se homogenizé por 30 segundos y se incubo a

temperatura ambiente por 30 minutos.

La proteina en las muestras se determiné por la absorbancia a una longitud de onda
de 595 nm utilizando un lector de microplacas (iMark™. Bio-rad Laboratories Inc.,

Germany).

Para la cuantificacion de proteina se construyd una curva de calibracién a partir de
una solucién stock de albumina bovina de 10 mg mL?. Se calculé el volumen

correspondiente para preparar 10 mL de solucion de las siguientes concentraciones:
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1, 10, 20, 30, 40, 50, 60 pg albumina bovina mL*. Las absorbancias de las muestras
fueron interpoladas a su correspondiente concentracion a través de la ecuacion de
la recta de la curva de calibracion. Los resultados fueron expresados como mg de
albimina bovina g* PF.

5.2.5. Determinacion de Nitrégeno total (NT) en sustrato.

Para la determinacion de nitrégeno total en sustrato se siguid la metodologia, con
modificaciones, de (FAO, 2021). Se empleo un sistema Micro-Kjeldahl equipado con

un microdigestor MDK-6 (Novatech) y un destilador rapido (Novatech).

Se pesaron por triplicado 0.1 g de sustrato previamente secado a 105 °C durante
72 hr (Rawangkul et al., 2010). Para la digestion de la muestra se utilizaron 3 mL de
H2SO4 concentrado y para la digestion se adicionaron 10 mL de agua destilada al
matraz de la digestion y en el destilador se agregaron 10 ml de NaOH 50%. El sulfato
de amonio generado en la digestién fue recolectado usando acido bérico 2% con
indicador Shiro Tashiro. Para la titulacion se utiliz6 HCI 0.02N. El contenido de

nitrogeno (N) se calcul6 de acuerdo con la siguiente férmula:

N = (V1—-V0)xc(H+)x MN
m

(g MS)

Donde:

V1 es el volumen en mililitros de HCI usados en la titulacion de la muestra.
VO es el volumen en mililitros de HCI usados en la titulacion del control.
c(H+) es la concentracion de H+ en la solucién de HCI (0.02M).

MN es la masa molar del N (14.0067).

m es el peso de la muestra en gramos.

g MS son los gramos de materia seca.

Los resultados fueron expresados como mg N g PF.
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5.2.6. Rasgos morfologicos de la planta y vida de anaquel del fruto de tomate

hidropdnico convencional y organico.
5.2.6.1. Analisis de rasgos fisiolégicos de la planta de tomate.

Para estimar el efecto de la metabolizacion del nitrégeno sobre los rasgos
fisiologicos de la planta en ambos de sistemas de cultivo, se evaluaron el largo de
la planta, area foliar, diametro del tallo, nimero de hojas, nUmero de frutos y el

rendimiento final del cultivo.

5.2.6.1.1. Largo de la planta.

El largo de la planta se realiz6 con el uso de una cinta métrica. La medicion se
realizd desde la base del tallo, hasta la punta apical del mismo. Los resultados

fueron expresados en cm.

5.2.6.1.2. Area foliar.

El area superficial total de la hoja se midié contemplando la suma del area superficial
de los foliolos que componen la hoja compuesta en su totalidad. Para cada muestreo
(semana 4, 8, 22 y 41) de ambos sistemas de produccion, se recolecto la sexta hoja
de la planta, considerando como la primera hoja a la mas cercana a la punta apical
del tallo. Posteriormente fueron almacenadas para evitar deshidratacion y
transportadas al laboratorio para su analisis. Posteriormente, se separ6 cada uno
de los foliolos del raquis desde la base del peciolo. Una vez separados, los foliolos
y el raquis fueron puestos sobre un fondo blanco y se tomaron imagenes de la
superficie adaxial con una cadmara digital. Las imagenes fueron almacenadas en
formato jpg y posteriormente fueron analizadas para la determinacion del area de
cada uno de los foliolos y el raquis con el software ImageJ 1.45 usando una escala
de 2 cm para la calibracion de este (para mas informacién, consultar guia de

usuario: https://imagej.net/ij/docs/user-qguide-USbooklet.pdf). Se consider6 como

area total la suma del area de cada uno de los foliolos y del raquis de la hoja

compuesta.
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5.2.6.1.3. Diametro del tallo.

La determinacion del diametro de tallo se realiz6 en la seccién del nudo de la
séptima hoja de la planta, considerando como la primera hoja a la mas cercana a la
punta apical del tallo. La medicién se realizé con ayuda de un vernier digital y los

resultados fueron expresados en mm.

5.2.6.1.4. Numero de hojas y numero de frutos.

La determinacion del nimero de hojas se llevé a cabo de acuerdo con las practicas
de los invernaderos. En los cuales se contabilizan Unicamente las hojas que
presentan un completo desarrollo, el cual es acompafiado por la completa formacion

de un anillo basal en el &rea del nudo que conecta el peciolo con el tallo.

Respecto al conteo de niumero de frutos, se contabilizaron aquellos que presentaron

un completo amarre en el racimo.
5.2.6.2. Parametros de vida de anaquel del fruto de tomate.

La comparacion de vida de anaquel de los frutos de tomate procedentes de cultivos
organico y convencional se realizo a través del registro de la pérdida fisiol6gica de

peso, firmeza, color, cuantificacion de sélidos solubles totales, acidez.

5.2.6.2.1. Firmezay % de pérdida de peso.

Siguiendo la metodologia establecida por (Renddn-Ducoing, 2022), se
seleccionaron 5 tomates de cada sistema de produccion, a los cuales se les
determind la firmeza mediante una prueba de compresion empleando un
texturometro (BROOKFIELD ®, Modelo CT3 25K, Estados Unidos de América)
equipado con una celda de carga de 25 kg fuerza. Se utiliz6 una sonda cilindrica de
acrilico de 50.8 mm de diametro, a una velocidad de 1 mm sy 10% de deformacion
en el diametro del fruto. La firmeza se expreso como la fuerza necesaria para causar
una compresion del 10% en el didmetro del fruto y los resultados se expresaron en
Newtons (N).
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5.2.6.2.2. Color.

El parametro de color, se determin6 siguiendo la metodologia establecida por
(LOpez Camelo & Gomez, 2004a). Empleando un espectrofotometro de reflectancia
Minolta (Minolta Osaka-Light source D65 CM-600D), utilizando un iluminante D65 y
un observador a 2 °. Las coordenadas de color CIELab se registraron en tres puntos
de la zona ecuatorial del fruto. Con los valores obtenidos de L*, a* y b* se calculé el

cambio de color AE utilizando la siguiente expresion:

AE = /(L = L1)? + (a3 — a7)? + (b; — b))*1

Donde:

AE es la diferencia de color del fruto respecto del dia cero.

L, es la luminosidad durante los diferentes muestreos (L2) o el dia de comparacion
(L1)

a* denota coloraciones que van de verdes a rojos.

b* denota coloraciones que van de amarillos a azules.

5.2.6.2.3. Solidos solubles y acidez

Se pesaron, por triplicado, 3 g de tomate, se afiadieron 30 mL de agua destilada y
se homogenizaron en un ULTRA TURRAX (IKA®, Modelo T 25, Alemania) a 10 000
rpm por 1 minuto; posteriormente se centrifugé a 10 000 rpm durante 1 min. Se
tomaron 10 ml del extracto y se titulé hasta obtener un pH de 8.2 utilizando una
solucién de NaOH 0.01 N. Siguiendo la siguiente formula se calcul6 el porcentaje

de acidez.

% acidez titulable = V muestra

Donde:
V es el volumen gastado de solucion de NaOH.
N es la normalidad de la solucion de NaOH (0.01N).
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V muestra es el volumen de muestra y meq son los miliequivalentes de acido citrico
(0.064).

La determinacién de sélidos solubles totales se evalué siguiendo la metodologia de
(Renddn-Ducoing, 2022). Del extracto descrito anteriormente, se depositd una gota
cobre un refractometro electrénico (HANNA INSTRUMENTS ®, Modelo HI96801,
Rumania). Y los resultados fueron expresados en porcentaje de sélidos solubles
totales o grados Brix.

5.2.7. Andlisis estadistico.

Los resultados fueron analizados a través de un analisis de varianza (ANOVA) para
evaluar los efectos del nitrdgeno sobre los sistemas de cultivo (convencional y
organico). Asi mismo, se realiz6 una comparacion de medias utilizando la prueba
de Tukey <0.05 utilizando el programa JMP 8.0 (2008 SAS Institut Inc.)
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6. Resultados y discusion.

6.1. Composicion mineral de las soluciones nutritivas del cultivo hidropdnico

de tomate organico y convencional.

Desde el punto de vista de composicion, las soluciones utilizadas en ambos
sistemas estuvieron formadas por los mismos aniones, cationes y microelementos.
No obstante, el contenido de estos nutrientes fue diferente en cada sistema de
produccion. La suma de aniones, cationes y microelementos de la solucion nutritiva
suministrada al sistema organico durante las cuatro semanas evaluadas fue mayor
en comparacion con la aplicada en el sistema convencional. Siendo notablemente
mayor en la semana 41. Estos andlisis parecen dar evidencia que en el sistema
organico hubo posiblemente un exceso de nutrientes en comparacion con el sistema

convencional.

De manera particular y para los fines de este proyecto, el aniébn de mayor
importancia fue el nitrato (NO3) y este fue suministrado en una mayor proporcion
en el sistema organico (~2 ppm en las semanas 2 y 8 y hasta 5 ppm en la semana
41); no obstante, en la semana 22 el contenido fue menor en el sistema organico
(1.3 ppm). Estas diferencias en la nutriciébn pueden tener diferencias importantes en

la fisiologia de la planta como se sefialara en posteriores apartados.

También otros aniones como POa4, SO4 y CI también mostraron diferencias (Tabla
7), por ejemplo, el CI- en el sistema organico fue notablemente mayor durante las
cuatro semanas de muestreo (~53% mayor). Asi mismo los fosfatos y bicarbonatos
fueron mayores en el sistema organico. También un mayor contenido de sulfatos se
observo en la solucion de riego organico, a excepcion de la semana 22 que el

contenido fue menor.

De igual forma, los cationes sodio (Na*), potasio (K*), calcio (Ca*?) y amonio (NH4")

mostraron diferencias de concentracion en las dos soluciones nutritivas.
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De patrticular interés para este proyecto, el contenido de amonio. Este cation también
mostré contenidos mayores en la solucion nutritiva del cultivo organico (aprox. 1
ppm). Este aspecto puede tener una importancia singular en la fisiologia del cultivo
por sus posibles efectos toxicos en el desarrollo de la planta.

La mayor disponibilidad de NO-3 en la solucion nutritiva del sistema organico podria
facilitar una mayor disponibilidad de NO3 en el sustrato de crecimiento. A su vez,
una mayor disponibilidad en el sustrato podria facilitar una mayor capacidad de
absorcion de dicho metabolito en el sistema radicular. Sin embargo, la capacidad
de absorcion de NO=3 en el sistema radicular no solo depende de una mayor
disponibilidad de dicho metabolito. Se ha demostrado que la concentracion de iones
CI regula en gran medida la capacidad de absorcion de nitratos, esto al competir
por la disponibilidad de transportadores de estos, los cuales de igual manera tienen
la capacidad de absorber el CI- disponible en el medio de crecimiento (M. Wang
et al., 2014). Durante dicho mecanismo de transporte, una mayor concentracién de
CI- limita la capacidad de absorcién de NO3 pero a bajas concentraciones las facilita
(Peinado-Torrubia et al., 2023). e incrementa la eficiencia de absorcién del nitrégeno
(Rosales et al., 2020). También, se ha demostrado que la concentracién de CI-
puede impactar en la asimilacién de otros nutrientes como el Ca*2. Un nivel
ligeramente mayor de CI- también puede promover la absorciéon de cationes Ca*?
por un balance de cargas (Bugbee, 2004).

El contenido de Na* fue notablemente mayor en la, solucién de riego del sistema
organico (4-6 ppm) durante las cuatro semanas de muestreo (Tabla 7) comparada
con el sistema convencional. El K* en cambio durante la semana 4 en el sistema
organico fue mayor (23.09%), sin embargo, para las semanas 8 y 22 disminuyé su
concentracion hasta un 12%, volviendo a incrementar en la semana 41, siendo 21%
mayor en comparacion con el sistema convencional. En cuanto al Ca*?, la menor
concentracion se evidencio en la semana 4, sin embargo, comparado con el sistema

convencional, la concentracion fue 5.6% mayor en el organico; durante las
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posteriores semanas (8, 22 y 41) la concentracién fue mayoritaria en el sistema
organico, siendo la semana 41 donde se evidencio la mayor concentracion (53.98%)

comparada con el sistema convencional.

El cation NH*4 como metabolito clave de este estudio, fue en donde se evidencié un
porcentaje elevado en la concentracion, siendo 72.5%, 64.48%, 94.55% y 49.73%
mayor en las semanas 4, 8, 22 y 41 respectivamente comparado con el sistema
convencional. Por otro lado, los cationes: Na*, K* y Ca*? podrian estar influyendo
mayoritariamente en la disponibilidad de compuestos nitrogenados en el sustrato de
crecimiento, tal como el NH*4. Ya que se ha demostrado que el Ca*? puede restringir
la absorcion de NH*s, conduciendo a una reduccién en la concentracion de N en la
planta (Bonomelli etal., 2021) y a su vez, el Ca* también puede suprimir la
absorcion de Na*, ya que se ha observado que en presencia de exceso de Ca*? las
raices absorben preferentemente K* sobre Na* y esto impacta directamente en la
calidad del fruto (Lee et al., 2017).

Asi mismo, se ha demostrado que el NH*4 influye en la absorcién y la acumulacion
de K* ya que al ser cationes similares en tamafo y carga suelen competir por el
transporte a la célula a través de los canales de K* o por canales catiénicos no
especificos (Hoopen etal.,, 2010). Ademas, se ha comprobado que altas
concentraciones de NH*s4 (0.1 - 0.5 mMol L™) pueden provocar un efecto de
toxicidad en los cultivos (Britto & Kronzucker, 2002; Shilpha et al., 2023). La
concentracion de dicho metabolito en la solucién nutritiva suministrada en los
invernaderos de este estudio supera el rango mencionado. Sin embargo, en el
sistema convencional la proporcion NO3/ NH*s4 fue mayor que en el sistema
organico, lo que podria aminorar el efecto de toxicidad, esto debido a que la
absorcion de NO3 en hojas y raiz alcaliniza el pH apoplastico, mientras que el NH4*
lo acidifica, por lo tanto, el NO3 podria neutralizar la acidificacion causada por el
exceso de amonio (Hachiya et al., 2012). Caso contrario con el sistema organico
donde la proporcion NO3/ NH*4 es menor y el exceso de NH*4 supera los 2 mMol L-
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L en las semanas 4, 8, 22 y en la semana 41: 1.91 mMol L*? (Tabla 7). Como se
muestra en las siguientes secciones, la mayor disponibilidad de NO 3 y NH*4, asi
como de los iones que regulan su absorcion evaluados en la solucion nutritiva del
sistema organico, pueden influir de manera significativa en su disponibilidad en el
sustrato de crecimiento, asi como en la capacidad de absorcién en el sistema

radicular como se discutird en las siguientes secciones.

La comparacion de las composiciones de los nutrientes en las salidas (drenajes) de
los invernaderos, muestra que en el sistema convencional hubo un proceso de
concentracion; el contenido de aniones totales de estas salidas siempre fue mayor
que el contenido registrado en las entradas; mientras que en el sistema organico
esto solo ocurrié en las semanas 8 y 41 mientras que en las semanas 4 y 22 el
contenido de estos iones disminuyo (Tabla 7). Estos datos sefialan que las plantas
de ambos sistemas de cultivo no aprovechan el total de los nutrientes que le son

suministrados en ambos sistemas de produccion.

Para tener una idea clara de que estd ocurriendo en cada sistema, es necesario
calcular los contenidos totales de los aniones suministrados con el sistema de riego
a los que habria que restar la sumatoria de los contenidos totales de esos iones en
los drenajes mas los contenidos de esos mismos aniones en el sustrato con lo cual
se podria estimar los aniones que son absorbidos por las plantas. Estas
estimaciones podrian compararse y con ello poder estimar lo que absorbe la planta

en cada sistema de cultivo.

45



6.2. Contenido de Nitrogeno total (NT) en sustrato de sistema hidroponico

organico y convencional.

El andlisis de varianza del contenido de nitrégeno total en los sustratos de los
sistemas de produccion organico y convencional a nivel general, en cada semana
de muestreo e interaccion sistema de produccion*semana de muestreo se
concentra en la Tabla 8. Tanto el sistema de cultivo, la semana de muestreo y la
interaccion de estos factores fueron altamente significativas.

Tabla 8. Comparacién de medias del contenido del nitrégeno total en sustratos para el
cultivo de tomate organico y convencional en base fresca.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)

Sistema de cultivo 0.0017*

Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*

Sistema cultivo*semana 0.0001*
Interaccion Sist. cultivo *semana Cont de NT (mg NT g PF)
Organico, Semana 41 2.52+0.029 a
Convencional, Semana 41 241+0.030b
Convencional, Semana 8 1.77 £ 0.036 ¢
Organico, Semana 4 1.40+£0.019d
Organico, Semana 8 1.30+£0.019¢
Organico, Semana 22 1.30+£0.025 e
Convencional, Semana 4 1.03 £ 0.037 f
Convencional, Semana 22 1.02 £ 0.029 f

La comparacion general de medias del nitrégeno total (NT) en sustrato (Tabla 8) de
ambos sistemas de produccion durante las cuatro semanas, indicé que los sustratos
del sistema organico mostraron un contenido de NT significativamente mayor (1.63
mg NT g PF) que el registrado para los sustratos del sistema convencional (1.55
mg NT g PF). Comparando las cuatro semanas de desarrollo, los contenidos de

NT cambiaron durante las semanas de muestreo, registrandose los mayores
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contenidos en la semana 41 (2.46 mg NT g* PF) y los menores contenidos se

registraron en las semanas 4 y 22 (1.02 mg NT g PF).

Dado que la interaccion de factores sistema de cultivo*semana de muestreo fue
altamente significativa; la Tabla 8 muestra la comparacion de medias de esas
interacciones. En la semana 41, ambos sistemas de cultivo mostraron los valores
mas altos (Fig. 5). Antes de esa semana, los contenidos de NT fueron y
dependientes del sistema de cultivo; en el sistema organico se registraron los
valores mas bajos en las semanas 4, 8 y 22 sin registrarse diferencias estadisticas
entre ellas; mientras que, en el cultivo convencional, las semanas 4 y 22 registraron
los valores mas bajos (incluso frente al sistema organico) y la semana 8 mostro
valores estadisticamente mas altos pero menores a los valores registrados en la

semana 41.

Los datos registrados sefialan que en el sustrato de crecimiento organico en las
semanas 4y 22 hubo una mayor disponibilidad de nitrégeno total comparado con el
sistema convencional; mientras que en la semana 22, el sistema convencional
mostré mayor disponibilidad de NT. Para el sistema organico, los altos contenidos
de NT de la semana 41 parecen explicarse con el mayor aporte de nitratos en la
entrada de la solucion nutritiva; no obstante, en el sistema convencional esto no lo
explica pues el contenido de nitratos en la solucién nutritiva de entrada fue muy
parecido a las otras semanas registradas. Estos datos parecen indicar que la
capacidad del cultivo para aprovechar el nitrégeno disponible en el sustrato
disminuye con la edad del cultivo.

En los estados de desarrollo mas activos (semanas 4 y 22), el cultivo organico
mostré mayor disponibilidad de NT lo cual parece explicarse por los mayores

aportes de nitratos suministrados por el sistema de riego.

No obstante, los registros de la semana 8 sefialan una mayor disponibilidad de NT
en el sustrato del sistema convencional, aunque los aportes de nitratos en el sistema

de riego organico fueron mayores. Estos datos sugieren cambios en el metabolismo
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del nitr6égeno de las plantas durante el ciclo de cultivo que a su vez parece estar

influido por el sistema de cultivo.

La disponibilidad de literatura para la comparacion de datos de NT en sistemas
hidroponicos convencionales y organicos es practicamente nula, pues las
comparaciones se hacen en cultivos en suelo. No obstante, los datos de Yan et al.,
(2012) del contenido de NT en el suelo del cultivo de hortalizas bajo invernadero
son notablemente menores a los registrados en este trabajo. El cultivo intensivo que
supone la hidroponia para lograr rendimientos mayores explica parcialmente estas
mayores disponibilidades de nitrégeno, no obstante, también pueden indicar menor

uso eficiente del nitrégeno (NUE) y mayores pérdidas de estos al medio ambiente.
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2.0
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Nitrogeno total (mg NT g‘1 PF sustrato)

0.0 -

4 8 22

Semana de desarrollo

Fig. 5. Cambios en el contenido de NT en sustrato hidroponico organico y convencional.
Los datos reflejan la media + error estandar (n=15). Tukey (p < 0.05).
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6.3. Disponibilidad de compuestos nitrogenados inorganicos en sistemas

hidropdnico organico y convencional.

6.3.1. Cambios en el contenido de NO3 en sustrato y raiz.

El analisis de varianza del contenido de nitratos en sustratos de los sistemas de
produccion organico y convencional mostré diferencias estadisticas significativas
entre los sistemas de cultivo; entre las semanas de muestreo y la interacciéon

sistema de produccién*semana de muestreo (Tabla 9).

Tabla 9. Comparacién de medias del contenido de NO; en sustratos de tomate cv
"Merlice’ bajo cultivo por hidroponia orgénico y convencional

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0004*
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*

Interaccioén Sist. cultivo *semana Cont. de NO-3- (mg NO-3 g PF sustrato)

Organico, Semana 41 2.42 +0.065 a
Convencional, Semana 41 2.30+0.064 a
Convencional, Semana 8 1.70+0.086 b
Organico, Semana 4 1.007 £ 0.046 ¢
Convencional, Semana 4 0.85+0.052d
Organico, Semana 22 0.78 £ 0.073d
Convencional, Semana 22 0.75+0.036d
Organico, Semana 8 0.72+0.087d

La comparacion general entre los sustratos de ambos sistemas de cultivo sefialo
gue el sustrato del sistema convencional tuvo un mayor contenido de nitratos (1.40

mg NO3 g PF) respecto del sustrato de cultivo organico (1.23 mg NO3 g PF).

Respecto de las semanas de muestreo, el contenido de NO3 en la semana 41 fue

estadisticamente mayor (2.36 mg NO3 g* PF) seguida por la semana 8 (1.21 mg

49



NO-3 g* PF) y los menores contenidos se registraron en las semanas 4 y 22 (0.76-

0.92) los cuales fueron estadisticamente similares.

El andlisis estadistico de la interaccion sistema de cultivo*semana, sefialdé que en la
semana 41 para ambos sistemas de cultivo se registraron los valores mas altos de
NO-3- (2.42 mg NO3 g PFy 2.30 mg NO=3 g PF) en los sustratos sin diferencias
significativas entre ellos. A estos valores, les siguid la semana 8 del sistema
convencional (1.70 mg NO3 g PF), aunque los contenidos mas bajos se registraron
en la semana 8 del cultivo organico (0.72 mg NO3 g PF) y en las semanas 22 y 4
de ambos sistemas de cultivo (0.78 — 1.00 mg NO=3 g PF) (Tabla 9). El mayor
contenido de NO3 suministrados por los sistemas de riego y su comparacién con
los registrados en los sustratos parece indicar que en los sustratos hay un menor
contenido de este metabolito. Estos datos sugieren un transporte activo desde el a

la raiz. Por ello es importante describir el contenido de este metabolito en la raiz.

La comparacion estadistica global de datos del contenido de NO3 en la raiz, también
sefalé diferencias altamente significativas entre los sistemas de cultivo, las
semanas de muestreo y en la interaccion sistema de cultivo*semana (Tabla 10). En
promedio de las cuatro semanas de evaluacion, las raices de plantas cultivadas en
el sistema organico mostraron un contenido estadisticamente mayor de NO3 (3.38
mg NO=3 g PF) respecto del registrado en el sistema convencional (2.33 mg NO
g PF). A su vez, comparando las cuatro semanas evaluadas de ambos sistemas
de cultivo, las semanas 4 y 8 mostraron los contenidos mayores (3.43 mg NO3 g
PF y 3.16 mg NO3 g PF) pero estadisticamente similares; en la semana 22 se
registré un contenido estadisticamente menor (2.56 mg NO3 g* PF) y finalmente la
semana 41 mostrd el valor estadisticamente mas bajo (2.23 mg NOs g PF). La
interaccién sistema de cultivo*semana de muestreo permitié identificar diferencias
sustantivas entre los sistemas de cultivo y semana de muestreo o desarrollo. La
Tabla 10 muestra el ANOVA para el contenido de NO-3 en raiz de plantas de tomate

"Merlice” cultivados en hidroponia en ambos sistemas de cultivo.
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Tabla 10. . Comparacién de medias del contenido de NO; en raiz de tomate cv "Merlice’
bajo cultivo por hidroponia organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0001*
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*

Interaccién Sist. cultivo *semana  Cont. de NO3 (mg g PF raiz)

Organico, Semana 4 5.086 + 0.266 a
Organico, Semana 8 3.215+0.102b
Convencional, Semana 8 3.110+0.104 b
Organico, Semana 22 2.733+£0.038¢c
Orgénico, Semana 41 2.414 +£0.071d
Convencional, Semana 22 2.385+0.051d
Convencional, Semana 41 2.043+0.0371e
Convencional, Semana 4 1.781+0.081f

En la semana 4 del cultivo organico, se observaron los contenidos de NO3 mayores
(5.10 mg NO3 g* PF) mientras que, en esa misma semana, el cultivo convencional
registrd los valores mas bajos (1.78 mg NO3 g*' PF). En la semana 8, ambos
sistemas mostraron altos contenidos estadisticamente similares (3.22 mg NO3 g
PFy 3.11 mg NO3 g* PF, para cultivo organico y convencional, respectivamente) y
en las semanas 22 y 41 ambos sistemas mostraron valores bajos (de 2.04 mg NO

39t PFa2.73 mg NO3 g? PF) sin diferencia estadistica entre ellas.

La representacion gréfica del contenido de nitratos en sustratos y en raiz de ambos
sistemas de cultivo (Fig. 6a y 6b), permite observar que en el sistema organico hubo
un notable transporte activo de este metabolito desde el sustrato a la raiz. Este
transporte fue muy fuerte en la semana 4 y disminuyé a medida que transcurrio el
ciclo de cultivo. En la semana 41 el transporte activo de este metabolito a la raiz se

mantuvo igual que en la semana 22 provocando una acumulacion de este en el
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sustrato. Este comportamiento fue diferente en el sistema convencional, en el cual
y durante las semanas 4 y 8, hubo un incremento en la acumulacion de nitratos en
sustratos y raiz. En la semana 22, el transporte activo de este metabolito parecio
incrementarse provocando una disminucion en el sustrato y un incremento en la
raiz. En la semana 41, se disminuy0 el transporte activo del metabolito a la raiz y
se incrementdé su acumulacion en el sustrato. El proceso de transporte y
acumulacion de nitratos en la raiz ya ha sido descrito en otras investigaciones.
(Muratore et al., 2021) sefialaron que la absorcion de nitratos esta mediado por
proteinas transportadoras de nitratos NRT1 (de baja afinidad) y NRT2 (de alta
afinidad) y que su actividad esta regulada estrictamente por la disponibilidad de
sustrato, el estado de desarrollo de la planta y el estado nutricional de la misma.
Bajo condiciones de nutricion limitada, se induce la expresion de estos
transportadores y de enzimas de la absorcion de NO7 seguido de una rapida
desregulacion (Wang et al., 2018) e incluso de la expresion de transportadores de
este metabolito desde el interior de la célula al medio externo (Segonzac et al.,
2007) lo cual parece explicar el incremento en el contenido de NO3 - en el sustrato

en la semana 41 para ambos sistemas de cultivo.
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Fig. 6. Contenido de nitrato en sustrato (a) y raiz (b) de sistema hidropénico organico y
convencional. Los datos reflejan la media * error estdndar (n=15). Tukey (p < 0.05).
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Los datos de contenido de nutrientes en las soluciones nutritivas y de nitrégeno total
en sustratos sefialan una mayor disponibilidad de nutrientes en el sistema de cultivo
organico comparada con el cultivo convencional. Es muy probable que esta
disponibilidad tuviera efectos en los sistemas de transporte del metabolito la cual
seguramente también esta influida por la semana de desarrollo o el estado de

desarrollo en que se encuentre el cultivo y también y por el sistema de produccion.

6.3.2. Cambios en el contenido de NO2 en sustrato y raiz.

Considerando que los nitratos son la principal fuente de N en la planta y estos son
reducidos por la enzima nitrato reductasa (NR) a NO2, se describen los cambios de
este metabolito tanto en sustrato y raiz tomando en cuenta la ruta primaria de

cambios de estos metabolitos.

El analisis estadistico general del contenido de nitritos en el sustrato de ambos
sistemas de cultivo y durante las diferentes semanas de desarrollo del cultivo, indicé
que el sistema de cultivo no indujo diferencias estadisticas significativas en este
metabolito (Tabla 11); No obstante, en la semana 4 de desarrollo se observd un
contenido significativamente mayor de nitritos (0.014 mg NO2 g PF) y que estos
disminuyeron a medida que transcurrid el desarrollo del cultivo registrandose el

menor contenido en la semana 41 (0.005 mg NO2 g* PF).

Tabla 11. Comparacién de medias del contenido de NO~ en sustratos de crecimiento de
tomate cv "Merlice’ bajo cultivo por hidroponia organico y convencional

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0745
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0022*

Interaccidén Sist. cultivo *semana Cont de NO, (mg NO~ g PF sustrato)
Convencional, Semana 4 0.0143 £ 0.0008 a
Orgénico, Semana 4 0.0139 + 0.0008 a
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Organico, Semana 8 0.0133 £ 0.0004 a

Convencional, Semana 8 0.0104 + 0.0006 b
Convencional, Semana 22 0.0079 + 0.0002 c
Orgénico, Semana 22 0.0071 +0.0001d
Orgénico, Semana 41 0.0062 + 0.0003 e
Convencional, Semana 41 0.0052 + 0.00009 f

La interaccion sistema de cultivo*semana también mostré diferencias significativas,
observandose los mayores contenidos de nitritos en la semana 4 de ambos
sistemas de cultivo y en la semana 8 del sistema organico (Tabla 11). Después de
esos altos registros, hubo un continuo descenso del contenido de este metabolito
hasta la semana 41 en la que se registraron los menores contenidos en ese sustrato

para ambos sistemas de cultivo.

La presencia de NO—2en los sustratos de ambos sistemas de cultivo fue baja debido
a que este metabolito solo procede de la actividad enzimética de nitrato reductasa
de microorganismos que reducen el NO=3 aportado en la solucién nutritiva del

sistema convencional (Bowsher et al., 2008).

Con el objeto de dar una idea de la dinamica de movimiento de este metabolito en
el sustrato de ambos sistemas de cultivo, habria que establecer los cambios en la
raiz. El analisis estadistico general del contenido de NO=2 en la raiz, mostré
diferencias altamente significativas tanto por efecto del sistema de cultivo, la
semana de desarrollo y la interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo
(Tabla 12).
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Tabla 12. Comparacién de medias del contenido de NO,; en raiz de tomate cv ‘Merlice’
bajo cultivo por hidroponia organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0001*
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*

Interaccidén Sist. cultivo *semana Cont de NO», (mg NO» g™ PF raiz)

Organico, Semana 22 0.0356 + 0.001 a
Orgénico, Semana 8 0.0355+0.001 a
Orgénico, Semana 4 0.0318 + 0.0005 b
Convencional, Semana 22 0.0232+0.001 c
Orgénico, Semana 41 0.0231 + 0.0004 c
Convencional, Semana 41 0.0229 + 0.0007 ¢
Convencional, Semana 8 0.0180 + 0.0004 d
Convencional, Semana 4 0.0171 + 0.0003 d

En promedio de las cuatro semanas evaluadas, el sistema organico mostro valores
estadisticamente mayores (0.032 mg NO=2 g* PF) respecto del registrado en el
sistema convencional (0.020 mg NO=2 g PF). En cuanto al efecto de las semanas
de desarrollo, la semana 22 mostr6 los valores mas altos (0.029 mg NO—2 g PF),
seguidos por la semana 8 (0.021 mg NO=2 g PF) y las semanas 4 y 41 mostraron
los valores mas bajos estadisticamente (0.023 mg NO2 g* PFy 0.024 mg NO=2 g*
PF).

Respecto de las interacciones sistema de cultivo*semana de desarrollo, se
registraron los valores mas altos de NO~ en el sistema organico en las semanas 4,
8y 22. Los valores mas bajos fueron registrados en el sistema convencional en las
semanas 8 y 4 (Tabla 12). Estos datos claramente muestran que el sistema de
cultivo organico en la semana 4 a la 22 hay un mayor contenido de NO, debido

principalmente a una mayor actividad metabdlica en el sistema organico respecto a
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lo mostrado por el sistema convencional. Este aspecto es abordado en la seccion

de actividades enzimaticas del metabolismo del nitrégeno.

Los cambios del contenido de este metabolito en el sustrato y la raiz mostraron
diferencias importantes (Fig. 7a y 7b). Los contenidos de este metabolito fueron
notablemente menores en el sustrato en comparacion con los valores registrados
en la raiz. Asi mismo es importante resaltar que en las raices del sistema organico
superaron al sistema convencional. Estos datos sugieren dos cosas: a) la actividad
metabdlica de transformacion de nitratos a nitritos es mas alta en el interior de la
raiz respecto de aquella que se presenta en el sustrato y b) que el sistema organico

propicié una mayor generacion de nitritos.
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Fig. 7. Contenido de nitrito en sustrato (a) y raiz (b) de sistema hidroponico
organico y convencional. Los datos reflejan la media + error estandar (n=15).
Tukey (p < 0.05).

El mayor aporte de nutrientes (especialmente de nitratos) que se suministro a las
plantas de produccion organica, indicado en la seccién de soluciones nutritivas,
propicidé un mayor transporte de nitratos a la raiz y esto posiblemente indujo su

transformacion a nitritos. Bowsher et al., 2008, sefialaron que el transporte NO3 a
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través de la membrana, esta regulado por las concentraciones de este cation y por
tanto esto influye en la cantidad de sustrato para la formacion de nitritos en el interior
de las células de la raiz. Bajo este concepto, al tenerse mayores concentraciones
de nutrientes en el sistema organico esto propicié una mayor produccion de nitritos

en esas raices.

Con estos resultados se evidencia que, a diferencia del sistema convencional, el
sistema organico esta teniendo una concentracion de NO2zen laraiz en las semanas
de mayor demanda de nutrientes. Lo cual, impactara directamente en el rendimiento
final y en la calidad del cultivo. Ya que de acuerdo con (Allégre et al., 2004), la
concentracion de nitrito en raiz aireada y anoxica de tomate es de 0.08 - 0.12 pymol
g de peso fresco de raiz. De tal forma que en este estudio la concentracién de NO-
2 determinada en raiz organica fue de 0.67 umol g-1 de peso fresco de raiz, lo que
equivale alrededor de 6 veces mas la concentracion a lo reportado por (Allegre et al.,
2004). Dicha concentracién de NOzen raiz podria ser una de las causas que podria
impactar sobre el rendimiento y la calidad final del fruto.

La disminucion en el contenido de nitritos puede estar relacionada tanto a procesos
de amonificacion o su proceso inverso (Daims et al., 2016). Esto sefiala que el NO-
2 no permanece fijo en el sustrato, por ello se podria justificar los bajos contenidos
determinados en el sustrato. Asi mismo, dicha disminucion evidencia la posible
transformacion hasta NH*s o NO=3 como se mencioné anteriormente. Dichas
transformaciones las llevan a cabo la nitrato reductasa (NR), nitrito reductasa (NiR),
glutamina sintetasa (GS) y proteasa (PRT). La actividad de estas enzimas se

describe en la siguiente seccion.

6.3.3. Cambios en el contenido de NH*4 en sustrato y raiz.

Tanto el factor sistema de cultivo, como las semanas de desarrollo y la interaccién

sistema de cultivo*semana de cultivo tuvieron efectos altamente significativos. En
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comparacion de los sistemas de cultivo y en promedio de las cuatro semanas, se
evidencido que, el sistema de cultivo organico tenia un contenido de NH*i
estadisticamente mayor (0.024 mg NH*s g PF) que el registrado por el cultivo
convencional (0.021 mg NH*s g PF).

La comparacion entre las cuatro semanas de desarrollo evaluadas indicé que las
semanas 41y 8 mostraron los mayores contenidos (0.034 mg NH*4 gt PFy 033 mg
NH*4 g PF respectivamente), mientras que la semana 22 mostré los contenidos
mas bajos (0.006 mg NH*s4 g PF) y la semana 4 mostr6é contenidos intermedios
entre estos dos conjuntos (0.017 mg NH*s g* PF). No obstante, la interaccion
sistema de cultivo*semana de desarrollo mostro diferencias significativas que deben

ser observadas.

Los resultados de interaccion del sistema de cultivo* semana de desarrollo (Tabla
13) mostraron que los valores mas altos se presentaron en el sistema organico,
siendo la semana 41 la semana con mayor contenido de NH*s (0.040 mg NH*4 g1
PF). Mientras que, en el sistema convencional, la semana con mayor contenido de
NH*s fue la semana 8 (0.036 mg NH*s g* PF). Asi mismo, la semana 22 fue la
semana con el menor contenido de NH*s4 sin una diferencia significativa entre
sistemas de producciéon (0.0061 mg NH*4 g* PF y 0.0056 mg NH*4 g* PF en el
sistema orgénico y convencional respectivamente) (Tabla 13).

Tabla 13. Comparacién de medias del contenido de NH*4 en sustrato de tomate cv
"Merlice’ bajo cultivo por hidroponia organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0009*
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*

Interaccién Sist. cultivo *semana Cont. de NH*s; (mg NH*4 g PF sustrato)
Organico, Semana 41 0.040£0.001 a
Convencional, Semana 8 0.036 £0.001 b
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Organico, Semana 8 0.029+0.001 c

Convencional, Semana 41 0.028 £0.001 c
Organico, Semana 4 0.021+0.001d
Convencional, Semana 4 0.012 £ 0.0009 e
Organico, Semana 22 0.0061 + 0.0006 f
Convencional, Semana 22 0.0056 + 0.0002 f

Ambos sistemas de cultivo presentaron subidas y bajadas del contenido de NH*s4
durante las semanas de desarrollo. Un primer pico de contenido relativamente alto
se observo en la semana 8 y otro en la semana 41. A este pico le antecedio y le
siguieron los picos de menor concentracion en las semanas 4 y 22. Finalmente en
la semana 41, se volvieron a registrar incrementos en ambos sistemas, aunque el
sistema organico fue el que registro el mayor incremento (Fig. 8a). Para tener una
mejor comprension de lo que ocurre en todo el sistema, es necesario analizar los

contenidos de este metabolito en la raiz.
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Contenido de amonio (mg NH4+ g‘1 PF raiz)

0.00 -
4 8 22 41 4 8 22 41

Semana de desarrollo Semana de desarrollo
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Fig. 8. Cambios en el contenido de amonio en sustrato (a) y raiz (b) de sistema de cultivo
de tomate hidropénico organico y convencional. Los datos reflejan la media + error
estandar (n=15). Tukey (p < 0.05).
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El contenido de NH*4 en las raices de ambos sistemas de cultivo y durante el ciclo
de desarrollo presenté diferencias estadisticas importantes. En promedio de las
cuatro semanas, las raices del sistema organico mostraron contenidos de NH*s
mayores (0.175 mg NH*s g PF) que las registradas por las raices del sistema
convencional (0.163 mg NH*4 g! PF). Respecto de los cambios observados durante
las semanas de desarrollo; en la semana 4 se registraron los valores mas altos
(0.247 mg NH*2 g1 PF) y en la semana 22 los valores mas bajos (0.072 mg NH*s g
! PF). Mientras que en la semana 8 y 41 se registraron valores intermedios.

Los resultados de la interaccion del sistema de cultivo*semana de desarrollo
permitieron establecer diferencias claras entre el sistema de cultivo y las semanas
de desarrollo (Tabla 14). Las raices del sistema organico mostraron los valores mas
altos en la semana 4 (0.268 mg NH*4 g* PF) que disminuyeron hasta sus valores
mas bajos en la semana 22 (0.074 mg NH*4 g** PF) y se incrementaron nuevamente
en la semana 41 (0.186 mg NH*s g PF). El sistema convencional mostré un
comportamiento parecido, pero con registros menores que el sistema organico; alto
contenido de amonio en la semana 4 y disminucion hasta la semana 22 y un
incremento final en la semana 41.

El mayor contenido de amonio en la raiz respecto de lo registrado en el sustrato, en

ambos sistemas, sefiala el proceso de transporte de este metabolito.

Tabla 14. Comparacién de medias del contenido de NH4* en raiz de tomate cv ‘Merlice’
bajo cultivo por hidroponia organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0279*
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0144*

Interaccién Sist. cultivo *semana  Cont. de NH*s; (mg g PF raiz)

Organico, Semana 4 0.267+ 0.017 a
Convencional, Semana 4 0.226 +0.011 b
Organico, Semana 41 0.186 £ 0.003 c
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Convencional, Semana 8 0.180 £ 0.0005d

Orgéanico, Semana 8 0.180 + 0.004 cde
Convencional, Semana 41 0.174 + 0.002 e
Convencional, Semana 22 0.074 £ 0.002 f
Organico, Semana 22 0.069 f

La representacion grafica de los contenidos de NH4* en el sustrato y el sistema
radicular se muestra en las Fig. 8a y 8b. El contenido de amonio fue notablemente
menor que lo registrado en la raiz. Esto puede indicar dos aspectos metabdlicos de
este metabolito: a) menor capacidad de amonificacibn en el sustrato y alta
capacidad de amonificaciéon en la raiz y b) una alta capacidad de transporte de
amonio desde el sustrato hasta la raiz. Esto ultimo debido a que el transporte de
NH*4 se lleva a cabo tanto por canales no cationicos, asi como por medio de
transportadores y acuaporinas (Liu et al., 2017; Shilpha et al., 2023).

Ademas, cabe resaltar que, en la seccion de la composicion de las soluciones, se
indicé una concentracion notablemente mayor de amonio en la solucién nutritiva
organica, comparada con la suministrada por la solucion del cultivo convencional
(Tabla 7). De tal forma que dicha concentracién también podria estar influenciando

el contenido de NH*2 en la raiz.

6.2. Actividad enzimatica asociada al metabolismo del nitrégeno en sistema

hidropdnico organico y convencional.
6.2.1. Cambios en la actividad de nitrato reductasa (NR) en sustrato y raiz.

Esta enzima es clave en el metabolismo primario del nitrdgeno puesto que inicia las
transformaciones del nitrato y que terminaran en la formaciéon de moléculas mas

complejas (aminoacidos, clorofila, bases nitrogenadas, acidos nucleicos etc).

De forma global la reaccién que lleva a cabo esta enzima es la siguiente (Kuypers
et al., 2018:

NO3 + 2e + H" = NO»2 +H20
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La enzima NR, mostré6 cambios importantes en los sustratos y en la raiz de las
plantas de tomate cultivadas en ambos sistemas de cultivo y durante las cuatro

semanas de desarrollo evaluadas.

El analisis de varianza de los resultados de esta actividad en los sustratos mostro
un efecto altamente significativo del sistema de cultivo, las semanas de desarrollo y

de la interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo (Tabla 15).

Tabla 15. Comparacién de medias de actividad de NR en sustrato de tomate cv "Merlice’
bajo cultivo por hidroponia organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0001*
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*

Actividad de NR

Interaccidn Sist. cultivo *semana i
(mg NO; g* proteina hr! sustrato)

Orgénico, Semana 22 40.68+1.172 a
Convencional, Semana 8 31.48+1.872Db
Orgénico, Semana 8 27.46 £1.154 c
Convencional, Semana 22 27.09+0.774 c
Organico, Semana 41 25.25+2.633 ¢
Organico, Semana 4 19.41 £ 0.423d
Convencional, Semana 41 17.94 +1.258 d
Convencional, Semana 4 14.33+0.788 e

En promedio de las cuatro semanas evaluadas, el sustrato del sistema organico
mostré una mayor actividad (28.21 mg NO=2 g proteina hr?') respecto del sistema
convencional que mostré una actividad menor (22.71 mg NO~ g*! proteina hr?).
Respecto a la comparacion de las cuatro semanas de desarrollo, el valor de
actividad mas alto se registré en la semana 22 (33.89 mg NO~ g* proteina hrl) y la
semana 4 mostré las actividades mas bajas (16.87 mg NO=2 g* proteina hr?); en

tanto que las semanas 8 y 41 mostraron valores intermedios.
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La interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo, sefialé que el sistema
organico en la semana 22 mostro los valore mas altos de actividad, seguidos por
los registrados en la semana 8 del sistema convencional y los valores de menor
actividad se registraron en la semana 4 de ambos sistemas y 41 del sistema

convencional (Tabla 15 y Fig. 9a)

Estas actividades sefialan que a nivel sustrato, se presenta un proceso de reduccion
de los nitratos muy dindmico que participa en la disminucién de los nitratos del
sustrato y que se acopla al proceso de transporte activo de nitratos desde el sustrato
a la raiz provocando los bajos contenidos de nitratos en el sustrato, (Fig. 6a), el cual
se ha descrito en la seccion de contenido de nitratos (seccion 6.3.1). También
explica, parcialmente, la formacion de nitritos en el mismo sustrato (Fig. 7a). De
acuerdo con Bowsher et al., (2008), Gupta, (2019) y Silveira et al., (2001). La
actividad de la NR, es inducible por varios factores, de los cuales destaca la
disponibilidad de nitratos. Los cambios observados en el contenido de nitratos en el
sustrato (Fig. 6a) durante las semanas 4, 8 y 22 del sistema convencional parecen
explicar las actividades registradas de esta enzima, pero no explica la relativamente
baja actividad registrada en la semana 41 con la alta presencia de nitratos. En el
sistema organico, los cambios en la actividad NR solo se correspondi6 en la semana
4 con los contenidos de nitratos en el sustrato, pero no se correlacionaron en las
semanas 8 y 22 en las que se registraron altas actividades de NR, pero bajos
contenidos de nitratos. Mientras que, en la semana 41 se registraron altos
contenidos de nitratos, pero una actividad enziméatica relativamente baja. (Fig. 6ay
Fig 9a).

Estos datos indican que a nivel de sustrato hay diferencias importantes en el
metabolismo de los nitratos en los dos sistemas estudiados. Marquez-Quiroz et al.,
(2014) en ensayos in vitro de la actividad de NR con muestras de hojas de tomate
Saladette, observaron que los extractos enzimaticos obtenidos de muestras con

fertilizacion organica a través de vermicomposta indujo mayores actividades de NR
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en comparacion con aquellas muestras obtenidas de fertilizacion convencional. Esto

coincide que lo observado en este trabajo.

A efecto de dar un panorama general de lo que ocurre con la actividad de NR tanto

en sustrato como raiz; se analiz6 los cambios de esta enzima en la raiz.

El andlisis de varianza de los datos de actividad de NR en raiz, (Tabla 16), sefial6
efectos altamente significativos del sistema de cultivo, de las semanas de desarrollo
y de la interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo.

Tabla 16. Comparacién de medias de la actividad de NR en raiz de tomate cv "Merlice’
bajo cultivo por hidroponia organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0001*
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*

Actividad de NR

(mg NO~ g* proteina hr? raiz)

Interaccién Sist. cultivo *semana

Orgénico, Semana 41 6079.97 +22.31a
Convencional, Semana 41 3167.64 +47.47 b
Orgénico, Semana 4 815.50+ 72.02 ¢
Orgéanico, Semana 8 525.84 +106.89d
Orgéanico, Semana 22 437.56 +10.29d
Convencional, Semana 8 325.68 £ 28.27 e
Convencional, Semana 4 241.77 +10.09 f
Convencional, Semana 22 208.92 + 65.28 f

La actividad de NR en las raices de ambos sistemas mostraron actividades
notablemente mayores que las registradas en los sustratos (Fig. 9a y 9b). Esto
sefala que el metabolismo de reduccién de los nitratos en el interior de las células

radiculares es mucho mas importante y seguramente se debe a los mayores
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contenidos de nitratos (Fig 6a) que indujeron su actividad como lo estableciéo Wang
et al., (2018).
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Fig. 9. Cambios en la actividad de nitrato reductasa (NR) en sustrato (a) y raiz (b). Los
datos reflejan la media + error estandar (n=15). Tukey (p < 0.05).

Los resultados muestran una mayor actividad de NR en la raiz del sistema organico
(1964.7 mg NO=2 g?' proteina hr') respecto a lo observado en el sistema

convencional (986.0 mg NO2 g proteina hr?).

De Igual forma, la semana de desarrollo tuvo diferencias significativas; en
comparacion de las cuatro semanas evaluadas, en la semana 41 se registraron los
valores mas altos (4623.8 mg NO~ g proteina hrl) y en las semanas 8 y 22 se
registraron los valores mas bajos (425,7 mg NO— g proteina hr'y 323.2 mg NO>
g! proteina hr! respectivamente) y en la semana 4 se registraron valores

intermedios (528.6 mg NO2 g proteina hr?).

Marquez-Quiroz et al., (2014) sefialaron mayores actividades de NR al final del ciclo
de cultivo de tomate Saladette (105 dias) en comparacion con muestras en procesos
de floracion y fructificacion (77 dias). Esto parece coincidir con lo observado en este

estudio a las 41 semanas de desarrollo en las que las plantas ya habian sido
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“descabezadas” o podadas en su zona de floracion. Esto sugiere posibles acciones
de fitohormonas que indujeron esa respuesta y que no fueron consideradas en este

trabajo.

La interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo mostré diferencias
significativas (Tabla 16). En la semana 41, las raices del sistema organico mostraron
valores muy altos de actividad a la que le sigui6 los valores de esa misma semana
(41) en el sistema convencional. Después de la semana 41, los valores de actividad
son notablemente menores, no obstante, el sistema organico mostré valores
comparativamente mas altos respecto de los mostrados en el sistema convencional

en las semanas 22, 8 y 4 (Tabla 16 y Fig. 6b).

Dentro de las semanas 4,8 y 22, el decremento de los contenidos de nitratos en la
raiz, (Fig. 6b), parece explicar la disminucién de la actividad de la nitrato reductasa;
lo cual estaria de acuerdo con lo sefialado por varios autores en el sentido que la
actividad de esta enzima esta directamente regulada por el contenido de nitratos en
el medio (Gupta, 2020; Hachiya & Sakakibara, 2016). No obstante, es pertinente
resaltar que el contenido de nitratos en ambos sistemas fue muy parecido pero la
actividad NR fue menor en el sistema convencional. Lo anterior sugiere que el
sistema de cultivo organico afecta de manera significativa el metabolismo del

nitrdgeno al interior de la raiz.

Los valores altos de actividad de esta enzima en la semana 41 del sistema organico,
parecen estar explicados por el alto suministro de nitratos aportado en la solucion
nutritiva al final del ciclo de cultivo (Tabla 7). No obstante, en el sistema
convencional se mantuvo el contenido de nitratos en la solucién nutritiva y aun asi
se registré una alta actividad. Esto parece indicar que ademas de los aportes de
nitratos, puede haber otros factores como el paso de una forma inactiva (asociada
al estado de fosforilacién de la enzima o ligado proteinas el estado de desarrollo del

cultivo influye también en esta actividad (Gupta 2020).
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Las altas actividades de NR en las muestras de 41 semanas de desarrollo, pudieran
explicarse debido al proceso de senescencia de los tejidos. El cual puede explicarse

mediante algunos mecanismos referidos en la literatura.

Botrel & Kaiser, (1997) estudiando el estado de activacion de la NR en raices de
plantulas de cebada establecieron que la forma inactiva de esta enzima es cuando
esta fosforilada y esta situacion se presenta cuando la raiz se encuentra en
condiciones aerobicas y es parcialmente desfosforilada (activada) en condiciones
de anoxia o bajo ambientes de pH ligeramente acidos; asi mismo también
establecieron que los bajos aportes de azlcares provocan la disminucién de su

actividad.

Dado que el tomate cv “Merlice” es una variedad indeterminada que alcanza
longitudes de tallo que superan los 8 m y que mediante la poda de hojas solo se
mantienen aquellas hojas que aportan fotosintatos a los frutos quedando la raiz muy
alejada de los suministros de carbohidratos; es posible que durante las Ultimas
semanas de desarrollo del cultivo se presente cierta deficiencia de carbohidratos en
la raiz que reduzca la actividad de la NR, por fosforilacion, lo cual podria explicar

las disminuciones de actividad después de la semana 8.

Durante las ultimas semanas del cultivo y debido al proceso de senescencia, es
posible se presente una degradacion de las membranas de la vacuola facilitando la
salida de los nitratos de reserva al citosol, provocando su acidificacion (Lillo et al.,
2004) reactivando el pool de la NR y generando una alta actividad en la semana 41.

Aunque el contenido de NO3 explica de manera directa las actividades de la nitrato
reductasa; también es posible que se estén presentando los mecanismos de
inactivacién/reactivacion asociados a los procesos de senescencia celular los

cuales incluyen procesos de fosforilacion/desfosforilacion de la NR.
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6.2.2. Cambios en la actividad de nitrito reductasa (NiR) en sustrato y raiz.

Esta enzima utiliza como sustrato el NO2 generado por la nitrato reductasa para

transformarlo en NH*4 mediante la siguiente reaccion (Kuypers et al., 2018):

NO=2 + 6e” + 8H* > NH*4 + 2H20
El andlisis de varianza de los datos de actividad de NiR en sustrato, (Tabla 17),
sefal6 efectos altamente significativos del sistema de cultivo, de las semanas de

desarrollo y de la interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo.

Tabla 17. Comparacién de medias de la actividad de NiR en sustratos de tomate cv
‘Merlice’ bajo cultivo por hidroponia organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de produccién 0.0001*
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*

Actividad de NiR
Interaccidn Sist. cultivo *semana .
(mg NO~ gt proteina hr!sustrato)

Convencional, Semana 41 17.38+£0.275 a
Organico, Semana 22 10.40 £ 0.092 b
Organico, Semana 41 9.32+0.084c
Convencional, Semana 8 7.70+0.125d
Organico, Semana 4 6.50 + 0.050 e
Organico, Semana 8 6.03 + 0.065 f
Convencional, Semana 22 5.45+0.048 g
Convencional, Semana 4 4.64 £ 0.098 h

En promedio de las cuatro semanas de desarrollo, la actividad de esta enzima en
sustrato fue mayor en el sistema convencional (8.79 mg NO=2 g ! proteina hr?)
respecto de la actividad registrada para el sistema organico (8.063 mg NO=2 g *

proteina hrt).
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Respecto del efecto de las semanas de desarrollo, la actividad de esta enzima se
incrementd significativamente a medida que transcurrio el ciclo de cultivo; En la
semana 4 se registré la menor actividad (5.56 mg NO~ g ! proteina hr?), le siguié
la semana 8 (6.86 mg NO=2 g ! proteina hr?), la semana 22 (7.93 mg NO2 g *
proteina hrt) y la mas alta se registré en la semana 41 (13.35 mg NO~ g ! proteina
hr).

La interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo, también mostré efectos
altamente significativos. El sistema convencional en la semana 41 registro los
valores mas altos (17.38 mg NO= g * proteina hrt) y este mismo sistema también
mostro los valores mas bajos en las semanas 22 y 4 (5.45 mg NO g ! proteina hr-
1y 4.68 mg NO=2 g ! proteina hr?). El sistema organico, registro sus valores mas
altos en la semana 22 (10.41 mg NO= g * proteina hr!) y sus valores mas bajos en
las semanas 4y 8 (6.49 mg NO~ g ! proteina hr' y 6.02 mg NO~ g ! proteina hr?)
sin diferencia entre esos dos valores (Tabla 17).

De acuerdo con trabajos desarrollados por otros autores. Balotf et al., (2016),
report6é que, la actividad de esta enzima esta ligada a la presencia de nitratos en el
medio, aunque este metabolito no sea el sustrato directo. Esta observacion se
soporta si se comparan las actividades de esta enzima (Fig. 10a y 10b) con los

contenidos de nitratos en sustratos y raiz (Fig. 6a y 6b).
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Fig. 10. Cambios en la actividad de nitrito reductasa en sustrato (a) y raiz (b). de plantas
de tomate cv "Merlice” cultivados por hidroponia en sistemas orgénico y convencional. Los
datos reflejan la media + error estandar (n=15). Tukey (p < 0.05).



Durante el desarrollo de los cultivos, la actividad de esta enzima en sustrato tendio
a incrementarse en ambos sistemas de cultivo, aunque en el sistema organico esa
tendencia no alcanzo los valores maximos registrados en el sistema convencional
(Fig. 10a). Estas actividades podrian sugerir una produccion creciente de amonio
en el sustrato; no obstante, esta tendencia no fue observada (Fig. 8a). Estos datos

podrian sefialar un transporte muy activo del amonio hacia la raiz.

La anterior observacion, podria estar soportada por los trabajos de Ruzicka et al.,
(2010) que indicaron un rapido transporte del amonio a la raiz en plantas de tomate
alas que se les administro 6.5y 65 ug de NH*2 y que ese rapido. transporte se debid
a la expresion incrementada de los genes de los transportadores de amonio AMT1
y AMT2 los cuales se expresaron de acuerdo con la concentracion de amonio
aplicada; para baja concentracion el AMT1 y para la alta concentracion el AMT2.

Lo anterior soporta los resultados de una baja acumulacién de amonio en el
sustrato. No obstante, si se compara la tendencia de incremento de la actividad NiR
en sustrato (Fig. 10a) con los contenidos de nitritos en el mismo sustrato (Fig. 8b)
se observa una correlacion directa de consumo de nitritos y la actividad de la enzima
NiR.

Para tener una idea global de la actividad metabdlica de esta enzima en el sistema
sustrato raiz se sefiala el comportamiento que tuvo esta enzima en la raiz, asi como

como el amonio generado.

El analisis de varianza de los datos de actividad de NiR en raiz, (Tabla 18), también
sefal6 efectos altamente significativos del sistema de cultivo, de las semanas de

desarrollo y de la interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo.

De manera general, y como se observo en sustrato también las actividades de nitrito

reductasa en la raiz del sistema convencional fueron significativamente mayores
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(8.6 mg NO-2 g * proteina hr!) respecto de las actividades registradas en el sistema

organico (5.9 mg NO=2 g * proteina hr?).

Respecto del efecto de las semanas de desarrollo; en la semana 4 se registraron
los valores de actividad mas altos (11.0 mg NO= g  proteina hr?) mientras que los
valores mas bajos, (2.6 mg NO2 g ! proteina hrl), se registraron en la semana 22
y las semanas 8 y 41 mostraron valores de actividad intermedios, pero
estadisticamente similares (7.9 mg NO2 g * proteinahrly 7.7 mg NO2 g ! proteina
hr).

Los valores de la actividad de NiR estimados en raiz por la interaccién sistema de

cultivo*semana de desarrollo se concentran en la Tabla 18.

Tabla 18. Comparacién de medias de la actividad de NiR en raiz de tomate cv "Merlice’
bajo cultivo por hidroponia organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0001*
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*

Actividad de NiR

Interaccién Sist. cultivo *semana . :
(mg NO~ g* proteina hr raiz)

Convencional, Semana 4 13.43+1.21a
Convencional, Semana 8 9.76 £ 0.225 b
Organico, Semana 4 8.54+0.451c
Organico, Semana 41 7.95+0.383d
Convencional, Semana 41 7.76 £ 0.310d
Organico, Semana 8 5.18+0.340 e
Convencional, Semana 22 3.25+0.129f
Organico, Semana 22 1.96 +0.083 g

Un aspecto que resalta de comparar las actividades de esta enzima en el sustrato

y la raiz (Fig. 10a y 10b) es que, aunque los valores de actividad se encuentran
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dentro de los rangos de valores estimados en ambos ambientes; las tendencias
fueron diferentes, mientras en el sustrato la tendencia fue incrementar, en la raiz la
tendencia fue a disminuir durante el ciclo de desarrollo. Aunque el sistema
convencional mostro los valores mas altos que el sistema organico hasta la semana
22. Pero esta correlacion no se observo en laraiz. Si se consideran los nitritos como
los sustratos de esta enzima se esperaria que estos disminuyeran durante el ciclo
de cultivo y no ocurrié de esta forma. Esto parece sugerir que los nitritos generados
en la raiz exceden la capacidad de reduccion de ellos a amonio por la nitrito

reductasa.

Se ha sefalado, que la enzima nitrato reductasa (NR) tiene actividades laterales en
las que puede catalizar la conversion de nitritos generados por la misma enzima a
oxido nitrico (NO) el cual es canalizado para vias de sefalizacion o su eliminacion
al ambiente (Lillo etal.,, 2004). La cuantificacion de estos metabolitos no fue

considerada en el presente trabajo.

Bonomelli et al., (2021) muestran datos en que a niveles altos de NH*4 en la solucién
nutritiva o ambiente radicular tiene efectos negativos en el desarrollo de plantas de
tomate e inducen la deficiencia de calcio. Hay niveles de NH*4 (2—4 mM NH*4) que
causan toxicidad, en tomate. estos autores sefialan que dicha toxicidad podria

deberse a una limitada capacidad de asimilacion.

Los resultados aqui obtenidos siguieren la necesidad de realizar evaluaciones mas

detalladas para precisar los cursos que siguen los nitritos en el desarrollo del cultivo.

6.2.3. Cambios en la actividad de glutamina sintetasa (GS) en sustrato y raiz.

Esta enzima utiliza el NH*s generado por la nitrato reductasa para que por una
reaccion de aminacion el acido glutamico se transforme en glutamina mediante la

siguiente reaccion (Jiang et al., 2023; Liaw et al., 1995; Wei et al., 2021).

Glutamato+ NH*s +ATP --> Glutamina + ADP + Pi.
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Estas actividades pueden realizarse tanto en sustrato como en los tejidos de planta
desde la raiz hasta sus hojas. A nivel sustrato, la comunidad microbiana tiene un
gran aporte en estos procesos; por ello las actividades en sustrato que aqui se
describen seran el resultado de la composicion quimica y microbiolégica que dichos

ambientes tengan.

El andlisis de varianza de los datos de actividad de GS en sustrato, (Tabla 19), no
identifico efectos significativos de los sistemas de produccion, pero si hubo efectos
altamente significativos de las semanas de desarrollo y de la interaccidn sistema de

cultivo*semana de desarrollo.

El sistema de cultivo no tuvo un efecto significativo en la actividad de esta enzima
en sustrato. En promedio de las cuatro semanas de desarrollo, en el sistema
convencional se registré una actividad de 365.61 UGS g proteina mint. Mientras

que en el sistema organico esta actividad fue de 359 UGS g proteina min-t

Tabla 19. Comparaciéon de medias de la actividad de GS en sustratos de crecimiento de
tomate organico y convencional en base fresca.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.3528
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*
Interaccién Sist. cultivo *semana Cont de GS

(UGS g proteina min! sustrato)

Convencional, Semana 41 853.16 +17.34 a
Organico Semana 22 579.71£10.48 b
Organico, Semana 41 465.02+5.40 ¢
Convencional, Semana 22 250.70 + 3.69d
Convencional, Semana 4 208.40 +8.28 e
Organico, Semana 4 200.02+4.71e
Organico, Semana 8 192.66 + 12.94 e
Convencional, Semana 8 150.20 £ 3.16 f

73



Respecto del efecto de las semanas de desarrollo, la actividad de esta enzima
mostré cambios altamente significativos; los valores mas altos se registraron en la
semana 41 (659.09 UGS g! proteina min'), a esta le sigui6 el valor registrado en la
semana 22 (415.19 UGS g proteina min't), después en la semana 4 la actividad
fue de 204.21 UGS g proteina minl. La semana 8 registré la menor actividad
(171.43 UGS g proteina min-t).

La interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo, también mostré efectos
altamente significativos. El sistema convencional en la semana 41 registro los
valores mas altos (853.16 UGS g proteina mint) y este mismo sistema también
mostré los valores mas bajos en las semana 8 (150.19 UGS g proteina mint) El
sistema organico, registro sus valores mas altos en la semana 22 (465.02 UGS g
proteina mint) y sus valores mas bajos en las semanas 4y 8 (200.02 y 192.66 UGS
g proteina min! respectivamente) sin diferencia entre esos dos valores (Tabla 19
y Fig. 11a).
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Fig. 11. Cambios en la actividad de Glutamina sintetasa (GS) en sustrato (a) y raiz (b). de plantas de
tomate cv "Merlice” cultivados por hidroponia en sistemas organico y convencional. Los datos
reflejan la media £ error estandar (n=15). Tukey (p < 0.05).
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En el sistema convencional, los suministros de amonio aportados por las solucion
nutritiva (Tabla 7) explican parcialmente las actividades registradas de GS hasta la
semana 22; no obstante, no explican las altas actividades observadas en la semana
41; es posible que en el lapso de tiempo de la semana 22 hasta la 41 se presentaran
cambios importantes en la microbiota del sustrato que incrementaron los ciclos de
fijacion de nitrégeno propiciando la formacion de amonio y con este el
correspondiente metabolismo hacia la formacion de compuestos nitrogenados por
los microorganismos presentes en el sustrato. Lo anterior, también pudiera ser la
explicacion para el sustrato organico, donde los cambios en la actividad GS se
presentaron desde la semana 8. Esto sugiere que hay otras vias de aporte de

sustrato para esta enzima como pudieran ser la microbiota asociada al sustrato.

En apoyo a estas observaciones, Resendiz-Nava et al., (2023) al estudiar los
cambios de la microbiota en diferentes regiones de la planta de tomate cv "Merlice”
cultivada tanto sistema orgénico reportaron un considerable incremento en la
abundancia relativa de las familias Enterobacteriaceae, Flavobacteriaceae,
Hyphomicrobiaceae, Pseudomonadaceae Rhizobiaceae, Rhodobacteraceae, and
Xanthomonadaceae en las cuales se encuentran varias especies de
microorganismos fijadores de nitrégeno que eventualmente generarian el sustrato
(NH*4) para esta enzima y explicando los incrementos de actividad mostrados en

ese sistema.

Respecto del sistema convencional, también estos autores sefialaron una mayor
diversidad de familias lo cual también podria explicar la alta actividad de esta enzima

en la semana 41.

Es muy posible que el cambio de actividad de GS en sustrato tenga alguna relacion

con la actividad que se presenta en interior de la raiz.

El andlisis de varianza de los datos de actividad de GS en raiz, (Tabla 20), sefal6
efectos altamente significativos en las semanas de desarrollo y en la interaccion

sistema de cultivo*semana de desarrollo.
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Sin mostrar diferencias significativas, en promedio de las cuatro semanas el sistema
convencional registré una actividad de 365.61 UGS g proteina min y el sistema

orgéanico 359 UGS g proteina mint

Tabla 20. Comparaciéon de medias de la actividad de GS en sistema radicular de tomate
organico y convencional en base fresca.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)

Sistema de cultivo 0.6517

Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*

Sistema cultivo*semana 0.0001*
Interaccidn Sist. cultivo *semana Cont de GS

(UGS g proteina min-! raiz)

Organico Semana 22 549.74 +9.17 a
Convencional, Semana 22 531.85+3.72b
Convencional, Semana 8 412.73 £10.07 c
Orgénico, Semana 4 319.67+17.64d
Orgéanico, Semana 8 299.15+11.70d
Convencional, Semana 4 213.74+185e€
Convencional, Semana 41 166.55 +1.81 f
Organico, Semana 41 144.06 £8.54 g

Respecto del efecto de las semanas de desarrollo, Se observaron incrementos
significativos desde la semana 4 hasta la 22. En la semana 4 se registré una
actividad de 266 UGS g proteina min'; seguido de la semana 8 (355.94 UGS g+
proteina mint); en la semana 22 continu6 el incremento de actividad, registrandose
540 UGS g proteina min', siendo esta semana, donde se presenté la mayor
actividad. Después de este maximo de actividad, se present6é la menor actividad

registrada que correspondié a la semana 41 (155.307 UGS g proteina mint).

La interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo, también mostré efectos
altamente significativos. Tanto el sistema convencional como el organico mostraron

incrementos de esta actividad desde la semana 4 hasta la 22 (Tabla 21). Para
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disminuir notablemente en la semana 41. Esta disminucidn contrasta con el

incremento subito mostrado en el sustrato (Fig. 11ay 11b)

Dado que uno de los sustratos de esta enzima es el amonio y este fue cuantificado
en la raiz, estos dos resultados se pueden contrastar de forma grafica (Fig. 8b y Fig.
11b). Dentro de las semanas 4 — 22, se observa que una baja actividad de GS se
corresponde con altos contenidos de amonio, a su vez, una alta actividad se
correlaciona con bajos contenidos de este metabolito. En la semana 41, también
hubo una correlacion similar baja actividad y alto contenido de amonio. Estos datos
sugieren una interaccion directa entre el sustrato y la actividad. No obstante, parece

gue el contenido del amonio tiene cierta independencia de la actividad de la enzima.

Estos datos parecen soportar lo observado por Liu etal., (2017) en raices de
plantulas de tomate donde observaron que la actividad de esta enzima estaba
influida por la relacion NO3/NH*4, donde una relacion 50/50 inducia mayores
actividades, mientras que relaciones 75/25 o 25/75 las disminuia. Estas relaciones
pueden cambiar durante el cultivo dependiendo de las condiciones en que se
desarrollen los microorganismos fijadores de N en el sustrato y por tanto del sistema
de cultivo aplicado. Observaciones similares fueron descritas por Horchani et al.,
(2010) en plantulas de tomate 'Rio Grande” pero afiaden que, bajo suministros
continuos de amonio en la nutricion, este tiende a cumularse en la raiz y que en ese
organo si las concentraciones superan los 5 mM de amonio tuvieron efectos
negativos en el crecimiento, asi como la actividad de esta enzima. Estos datos

podrian explican los resultados obtenidos en este trabajo.

Dado que el sistema de nutricion organico incorporé mayores cantidades de amonio
que el sistema convencional (Tabla 7), esto parece explicar porque se observan
mayores acumulaciones de este metabolito en la raiz (Fig. 8b) y su efecto sobre la
actividad de la enzima. A mayor concentracion de amonio menor actividad de GS,
No obstante, parece haber un efecto inhibitorio del amonio, por lo que, cuando

disminuye el contenido de amonio en el sustrato, aumenta la actividad GS. Esto
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sugiere que, en ambos sistemas, se alcanza una concentracibn de amonio que

limita su actividad, tal como lo sugiere Horchani et al., (2010).

Los datos anteriores parecen sugerir que, entre los aportes de amonio y nitrato por
las soluciones nutritivas y los aportes de este metabolito por el conjunto de
microorganismos fijadores de nitrdgeno en el sustrato, se rebasa la capacidad de
esta enzima de fijar ese amonio en materia organica en la raiz. Es necesario realizar
trabajos més especificos para demostrar esta propuesta y asi tener un acercamiento
mas puntual del mecanismo de control general del metabolismo del nitrégeno en

estos sistemas

La reduccién de actividad de GS en la semana 41 podria estar asociado a un estado
de senescencia de la planta, en la que se observa el cambio de removilizacion de
nitrdgeno, como lo sugieren Brugiére et al., (2000) en hoja de tabaco. Esto también
queda por confirmar puesto que se trata de drganos diferentes en su funcion

biol6gica dentro de la planta.
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6.2.4. Actividad de proteasa (PRT) en sustrato de crecimiento.

Esta enzima cataliza la hidrolisis o despolimerizacion de proteinas o polipéptidos en
oligopéptidos y aminoécidos (Greenfield et al., 2021). El origen de estas enzimas en
el sustrato puede ser diverso, pueden ser producidas por microorganismos
presentes en el sustrato de crecimiento, esto siempre y cuando se produzcan las
condiciones, como la presencia de metabolitos precursores de la actividad; o bien
pueden ser excretadas por la propia planta. (Adamczyk, 2021; Greenfield et al.,
2021)

El andlisis de varianza de los datos de actividad de proteasas (PRT) en sustrato,
(Tabla 21), sefal6 efectos altamente significativos del sistema de cultivo, de las

semanas de desarrollo y de la interaccidn sistema de cultivo*semana de desarrollo.

Tabla 21. Comparaciéon de medias de la actividad de PRT en sustrato de crecimiento de
tomate organico y convencional en base fresca.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema decultivo 0.0001*
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*

Actividad de PRT
(mg tyr g* proteina hr?)

Interaccion Sist. cultivo *semana

Convencional, Semana 41 4464.01 + 108.29 a
Organico, Semana 41 3669.77 £122.40 b
Organico, Semana 22 2915.98 £ 106.60 ¢
Organico, Semana 8 1525.24 £ 52.97 d
Convencional, Semana 22 1172.77 £+ 46.45 e
Orgénico, Semana 4 772.94 + 51.62f
Convencional, Semana 8 706.63 + 37.24 f
Convencional, Semana 4 221.49+10.09¢g

La actividad de proteasa en sustrato en promedio de las cuatro semanas evaluadas
fue estadisticamente mayor en el sistema organico (2220.98 mg tyr g* proteina hr-

1) comparado con el sistema convencional (1641.22 mg tyr g proteina hr?).
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Respecto al efecto de las semanas de desarrollo, la actividad de esta enzima
incrementd conforme a transcurrié el desarrollo del cultivo, registrandose en la
semana 4 una actividad de 497 mg tyr g proteina hr! seguido de la semana 8
(1115.94 mg tyr g* proteina hr'). Durante la semana 22 la actividad continué
incrementando, determinandose 2044.37 mg tyr gt proteina hrl. Finalmente, en la

semana 41, se registro el pico de actividad mas alto (4066.89 mg tyr g™ proteina hr
1)_

En la interaccion sistema de cultivo*semana, en general se observé un incremento

de esta actividad desde la semana 4 hasta la 41 (Tabla 21 y Fig. 12).

En estudios de esta actividad en suelo, la actividad de proteasas es de vital
importancia ya que se indica que alrededor de la mitad del N del suelo se encuentra
en forma de proteinas y solo una quinta parte se encuentra en forma de nitrogeno
organico (Adamczyk, 2021). En este estudio de cultivo hidropénico, el aporte de
materia organica que se suministra al sistema durante todo el ciclo de desarrollo
influyé de manera directa en la actividad de esta enzima. Esto sugiere que el
contenido de proteinas se incrementa y por ello también incrementa la actividad
PRT (Fig. 12).

Los productos de la actividad de esta enzima, podrian ser absorbidos directamente
por la raiz como péptidos o como aminoacidos como lo sefialan varios autores
(Adamczyk, 2021; Paungfoo-Lonhienne et al., 2008). En los que se han descrito la
participacion de amplia variedad de transportadores de aminoacidos como ATF,
APC y UMAMIT (Yang et al., 2020). En tomate la absorcion directa de aminoacidos
ha sido evaluada por Ge et al., (2009) quienes confirmaron la absorcion directa del

aminoécido glicina.

De acuerdo con estos datos, es posible la asimilacién directa de aminoacidos, pero
no se sabe cudl es el efecto o la interaccion de este transporte en el transporte de

NO 3y NH*4. Por ello, es necesario evaluar el papel de estos transportadores en la
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raiz y y aportar conocimiento para definir su importancia en el metabolismo general

del nitrogeno en este cultivo.

Se sabe que durante la senescencia de plantas, se incrementa el catabolismo de
las proteinas (Brugiére et al., 2000), pero no se sabe si dicho estado tenga un efecto
a nivel de la rizosfera y que esto influya en la mayor actividad mostrada en la
semana 41 (Fig. 12).
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Fig. 12. Cambios en la actividad proteasa en sustrato de plantas de
tomate cv "Merlice” cultivados por hidroponia en sistemas organico y
convencional. Los datos reflejan la media + error estandar (n=15).
Tukey (p < 0.05).
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6.3. Efecto del metabolismo del nitrdgeno sobre los rasgos morfolégicos de

la planta.

De los pardmetros fisiol6gicos evaluados en ambos sistemas de produccion, el &rea
foliar y el diametro del tallo de la planta fueron los parametros en donde se observo
gue el sistema de produccion tuvo efectos significativos, por ello en este trabajo se

presentan los resultados de ellos.

6.3.1. Area foliar.

El analisis de varianza de los datos de éarea foliar (Tabla 22), sefial6 efectos
altamente significativos del sistema de cultivo, de las semanas de desarrollo y de la
interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo.

Tabla 22. Comparacién de medias de area foliar de plantas de tomate cv "Merlice’
cultivados por hidroponia en sistemas organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0001*
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*
Interaccién

_ _ Area foliar (cm?)
Sist. cultivo * semana

Organico, Semana 22 1468.07 £ 73.53 a
Organico, Semana 8 1253.70 £ 64.54 b
Convencional, Semana 22 912.83+51.07c
Orgéanico, Semana 41 764.50 + 27.75d
Convencional, Semana 8 730.75 + 56.06 d
Convencional, Semana 41 560.49 + 34.23 e
Organico, Semana 4 44493 +27.29f
Convencional, Semana 4 277.15+1547g

El sistema de cultivo tuvo un efecto altamente significativo en el area foliar. En
promedio de las cuatro semanas evaluadas, el sistema organico registro la mayor
area foliar (982.80 cm?), comparado con el sistema convencional que registré un

menor valor (620.309 cm?).
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En cuanto a la semana de desarrollo esta también tuvo un efecto significativo. En la
semana 4, el area foliar fue de 361.05 cm?, en la semana 8 el area fue de 992.23
cm?y en la semana 22 se registr6 el mayor crecimiento (1190.46 cm?). No obstante,
en la semana 41 el area disminuy6 (662.50 cm?) (Fig. 13a).

Respecto a la interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo, el sistema
organico registrd las mayores areas en comparacion al sistema convencional
durante todo el ciclo de desarrollo del cultivo (Tabla 22). No obstante, ambos
sistemas de cultivo mostraron un incremento del area foliar dentro de las semanas

4 y 22 aunque ese crecimiento fue mayor en el sistema organico. (Tabla 22 y Fig
13a).
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Fig. 13. Efecto del metabolismo del nitrégeno sobre los rasgos morfologicos de la
planta. Area foliar (a); diametro del tallo (b). Los datos reflejan la media + error
estandar (n=15). Tukey (p < 0.05)

6.3.2. Didmetro del tallo.
El analisis de varianza de los datos de diametro del tallo (Tabla 23), sefial6 efectos

altamente significativos del sistema de cultivo, de las semanas de desarrollo y de la

interaccion sistema de cultivo*semana de desarrollo.
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Tabla 23. Comparacién de medias de didmetro del tallo de plantas de tomate cv "Merlice”
cultivados por hidroponia en sistemas organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0001*
Semana de desarrollo del cultivo 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0403*
Interaccién

i i Diametro del tallo (mm)
Sist. cultivo * semana

Orgéanico, Semana 41 13.94+0.233 a

Orgéanico, Semana 22 13.30 £ 0.167 ab
Organico, Semana 8 12.93 + 0.407 abc
Convencional, Semana 41 12.22 + 0.395 bc
Organico, Semana 4 11.97 £ 0.404 bc
Convencional, Semana 22 11.64 £ 0.282 cd
Convencional, Semana 8 10.46 £ 0.273 de
Convencional, Semana 4 9.70+ 0.294 e

El sistema de cultivo tuvo un efecto sobre esta variable siendo el diametro mayor en
el sistema organico registrandose en promedio de las cuatro semanas un diametro
de 13.04 mm. Mientras que en el sistema convencional se registré un didmetro de
11.00 mm (Fig. 13b)

Durante las semanas de desarrollo, también se registr6 un efecto altamente
significativo de esta variable, de manera logica, el grosor se incrementé a medida
que transcurrié el ciclo de cultivo. En la semana 4, se registraron los valores mas
pequefios (10.83) mm; a los que siguieron los registrados en la semana 8, 22y 41
(11.70 mm; 12.47 mm y 13.08 mm, respectivamente).

Tomando en conjunto los efectos sefialados en el area foliar y el diametro de tallo
(Fig. 13) de los sistemas de cultivo durante el ciclo de desarrollo se puede sefialar
lo siguiente: el mayor crecimiento de las hojas y del diametro del tallo en el sistema

organico podria ser atribuido a la alta concentracibn de NH*s4 suministrada en la
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solucion nutritiva (Tabla 7), asi como del NH*4 disponible generado dentro del
metabolismo de nitrGgeno en sustrato y raiz. Esta aseveracion esta sustentada con
lo reportado por Yang et al., (2020) en plantulas de arroz donde observaron que un
incremento en los niveles exdgenos de NH*4, favorecieron el incremento en los

niveles de NH*s en raiz y tallo de la planta de arroz.

No obstante, el NH*4 es un metabolito que tiene multiples acciones en diferentes
rutas metabodlicas como sefalizador e inductor de cambios en la estructura de la

planta en su conjunto y de manera particular en la raiz

Las altos suministros de NH*4, pueden inducir el crecimiento vegetativo a través de
la reaccidn reversible de la enzima NiR, la cual generaria NO~ a partir del NH*4 que
es posteriormente metabolizado por la NR, generando asi 6xido nitrico, el cual se
ha demostrado ejerce un efecto positivo en la expresion de genes asociados al

desarrollo vegetativo (Podgoérska et al., 2020; Simontacchi et al., 2015)

Ademas, el NH*4 esta asociado a la produccion de ROS. Se tiene evidencia que, la
expansion de las células de las hojas requiere cambios en la estructura y contenido
de la pared celular. Estos cambios estan mediados por peroxidasas asociadas a
gradientes de ROS. (Lee et al., 2013). Esto podria sugerir también una explicacién
al mayor mayor crecimiento vegetativo en el sistema orgéanico. (Liu & von Wirén,
2017).

6.3.4. Numero de racimos. El promedio de racimos fue de 6 racimos por planta.
Sin encontrar diferencias entre sistemas de produccion (Tabla 24).

6.3.5. Numero de frutos. El promedio de frutos por planta fue de 24 frutos. Sin

encontrar diferencias entre sistemas de produccion (Tabla 24).
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6.3.6. Altura de la planta. El sistema de produccién no tuvo efecto sobre la altura
de la planta. Siendo en promedio una altura de ~840 cm en ambos sistemas (Tabla
24).

Tabla 24. Rasgos morfoldgicos sin efecto del sistema de produccion. Los datos reflejan la media £
error estandar (n=5). Tukey (p < 0.05).

Orgéanico Convencional
Semana Semana Semana Semana Semana Semana
4 8 2 a1 4 8 Semana 22 Semana4l

Pl:lg_rzsero c(‘)? 4222+ 7.556 + 10.444 + 14.333 + 5.880 + 8.333+ 10.667 + 14.222 +

! P 0.099 d 0.179 ¢ 0.131b 0.172a 0.217 cd 0.298 bc 0.479b 0.302 a
planta
Nimero de

: ) ) 8.000 + 8.333+ . ) 7.778 + 8.889 +
racimos por Sin dato Sin dato 0.086 ¢ 0.086 b Sin dato Sin dato 0.099 d 0131a
planta
Carga de la . . 34.222 + 33.889 . . 33.111 36.111 +
planta Sin dato Sin dato 0.348 b 0.248 bd Sin dato Sin dato 0.326 ¢ 0519 a

6.4. Efecto del metabolismo del nitrogeno sobre los parametros de vida de

anaquel del fruto de tomate.

En el presente estudio, se realiz6 una comparacion de vida de anaquel de frutos
procedentes de plantas de tomate "Merlice” cultivadas en los mismos invernaderos
donde estuvieron ubicados las plantas del estudio general. El procedimiento

metodoldgico para realizarlo fue referido en la seccion correspondiente.

Dadas las restricciones de acceso fitosanitario a los invernaderos de cultivo
organico; la cantidad de frutos de esta condicién también fue restringida y de forma
automatica también condicioné el niumero de frutos del sistema convencional, esto
para obtener una muestra representativa para el conjunto de frutos a evaluar. Por
lo que los resultados aqui descritos se refieren a un total de 25 frutos de cada
sistema de cultivo con lo que la unidad experimental para cada periodo de muestreo

fue de 1 fruto con 5 réplicas. Esto represento una fuerte limitante para analizar las
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unidades experimentales que se recomiendan validas para un estudio de

poscosecha (10 frutos con tres replicas).

Por ello los resultados aqui informados corresponden a esas condiciones

experimentales.

Los andlisis estadisticos aqui incluidos se refieren a los parametros de calidad que
tuvieron significancia estadistica. Durante los 20 dias de almacenamiento a 12 °C,
el sistema de cultivo tuvo un efecto significativo en el: porcentaje de pérdida de peso

y en los valores del color de los frutos a* y L* de la escala de color CIElab.

Porcentaje de pérdida de peso. El analisis de varianza de los datos de porcentaje
de pérdida de peso (Tabla 25), sefialé efectos altamente significativos del sistema
de cultivo, los dias de almacenamiento y de la interaccién sistema de cultivo*dia de

almacenamiento.

Tabla 25. Comparacién de medias del porcentaje de pérdida de peso de frutos de tomate
cv "Merlice” cultivados por hidroponia en sistemas organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0001*
Dia de almacenamiento 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0224*
Interaccién

i ) i ) Porcentaje pérdida de peso (%)
Sist. cultivo * dia de almacenamiento

Convencional, Dia 20 10.50 £ 0.830 a
Convencional, Dia 15 8.35+£0.649b
Organico, Dia 20 7.72 £ 0.416 bc
Organico, Dia 15 6.29 £ 0.346 bcd
Convencional, Dia 10 5.58 £ 0.643 cd
Organico, Dia 10 4.65 + 0.256 de
Convencional, Dia 5 3.22+0.361e
Organico, Dia 5 2.71+0.140 e
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El sistema de cultivo tuvo un efecto significativo en la pérdida de peso. En promedio
de los 20 dias de almacenamiento, los frutos del sistema convencional mostraron
una mayor pérdida de peso (5.53%). Mientras que los frutos provenientes del
sistema orgénico perdieron solamente el 4.27%.

En cuanto a los dias de almacenamiento, la pérdida de peso se incremento
conforme transcurrié el almacenamiento; en el dia 5 hubo una pérdida de peso de
2.96%; el dia diez 5.12 %; el dia quince 7.32 % y dia veinte 9.11%.

Respecto a la interaccion sistema de cultivo*dia de almacenamiento durante los 20
dias de almacenamiento a 12 °C, se registré un alto porcentaje de pérdida de peso
en ambos sistemas el cultivo, pero con mayor porcentaje en el sistema convencional
(Tabla 25y Fig. 14)

—@— Organico
10 4 =O- Convencional

Porcentaje de pérdida de peso (%)

T T T T T 1

0 5 10 15 20 25

Dias de almacenamiento

Fig. 14. Evolucién de la pérdida de peso en frutos de
tomate organico y convencional almacenados a
12°C. Los datos reflejan la media + error estandar
(n=5). Tukey (p < 0.05).

Con lo cual, se podria aseverar que los frutos del sistema convencional perdieron

peso mas rapidamente. De acuerdo con la literatura, la pérdida de peso de los frutos
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es debido a la disminucion en la turgencia y la firmeza; lo anterior se ha reportado
en frutos con pérdida del contenido de agua a partir del 2 y 7% (Chilson et al., 2011).
Lo cual concuerda con nuestro estudio ya que el porcentaje de pérdida de peso

comenz6 a incrementar alrededor del 5%.

Color: valores a*. El analisis de varianza de los datos de color: valores de a* (Tabla
26), sefalo efectos altamente significativos del sistema de cultivo, de los dias de

almacenamiento y de la interaccion sistema de cultivo*dia de almacenamiento.

Tabla 26. Comparacién de medias del color: valores a* de frutos de tomate cv "Merlice”
cultivados por hidroponia en sistemas organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)
Sistema de cultivo 0.0001*
Dia de almacenamiento 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*
Interaccién

Sist. cultivo * dia de almacenamiento Color: &
Convencional, Dia 15 2484 +0.331a
Convencional, Dia 20 23.23+0451b
Organico, Dia 20 22.25+0.500 ¢
Organico, Dia 15 19.99+0.351d
Organico, Dia 10 15.34+0.80 e
Convencional, Dia 10 1521 +0.629 e
Convencional, Dia 5 7.87£0.484 f
Organico, Dia 5 6.94 + 0.749 f
Convencional, Dia 0 1.37+£0.338¢g
Organico, Dia 0 0.38+0.352 h

En la evaluacion de este parametro en promedio de las cuatro semanas, el valor de
a* fue mayor en el sistema convencional (14.50) comparado con en el sistema

organico que registré un valor de 12.83.
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En cuanto a los dias de almacenamiento considerando ambos sistemas de cultivo,
se observo que el color cambié rapidamente del dia 0 al 5 registrandose un valor de
7.40; el color continu6 incrementando y en el dia 15 se registré un valor de 22.42,
el cual se mantuvo hasta el dia 20.

Respecto a la interaccion sistema de cultivo*dia de almacenamiento, los valores
mas altos se evidenciaron en el dia 15 y 20 de ambos sistemas de cultivo, sin
embargo, el sistema convencional mostré valores mas altos (24.84 y 23.23).
Mientras que, en el sistema organico en los mismos dias: 19.99 y 22.25. Durante
esos dias los frutos ya se encontraban en un estado de madurez completo. En el
dia 10 se registraron valores de 15.34 y 15.21 en el sistema organico y convencional
respectivamente, sin diferencia significativa entre sistemas de cultivo. Durante el dia
5 de igual forma no hubo diferencias entre sistemas de cultivo. Y durante el dia 0,
se registraron valores de 0.38 y 1.37 en el sistema organico y convencional

respectivamente.

En la escala de color ClElab, el indice a* indica valores de verde a rojo. Este se
evidencio incrementado en el sistema convencional en un 11% comparado con el
sistema organico (Fig 15a). De acuerdo con (Pandurangaiah et al., 2020), el valor
de a*, tiene una correlacién positiva con el contenido de licopeno. Por lo tanto, se
podria inferir que el valor alto de a* en los frutos convencionales es debido a un

mayor incremento en el contenido de licopeno.

Asi mismo, el valor de a* disminuido en el sistema organico podria estar asociado
con valores disminuidos del contenido de licopeno. Dicha disminucién podria estar
atribuida a la actividad de enzimas participantes en la sintesis de carotenos, tal
como la Fitoeno sintasa (Psyl) y B ciclasa (LBcycl) (Sharpe et al., 2020). Sharpe
et al., (2020) evidenciaron que un mayor contenido de licopeno (12%) encontrado
en frutos de tomate organicos comparados con frutos convencionales se atribuia a

una baja expresion de las ciclasas en la sintesis de carotenoides. De tal forma que
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esta evidencia en la literatura podria darnos un acercamiento para justificar el menor

valor de a* encontrado en los frutos organicos.

Color: valores de L*. El andlisis de varianza de los datos de color: valores de a*
(Tabla 27), sefial6 efectos altamente significativos del sistema de cultivo, de los dias

de almacenamiento y de la interaccion sistema de cultivo*dia de almacenamiento.

Tabla 27. Comparaciéon de medias del color: valores L* de frutos de tomate cv "Merlice”
cultivados por hidroponia en sistemas organico y convencional.

Factor Nivel de significancia (p < 0.05)

Sistema de cultivo 0.0001*
Dia de almacenamiento 0.0001*
Sistema cultivo*semana 0.0001*

Interaccién
Sist. cultivo * dia de almacenamiento Color: L7
Organico, Dia 0 4474 £ 0.413 a
Convencional, Dia 0 43.98 + 0.355 ab
Organico, Dia 10 42.66 + 0.551 ab
Convencional, Dia 5 42.59 + 0.346¢
Organico, Dia 5 42.20+£0.490 b
Organico, Dia 15 39.89 +0.548d
Convencional, Dia 10 39.56 + 0.644 e
Convencional, Dia 20 38.83+£0.320 e
Orgénico, Dia 20 38.11+0.522f
Convencional, Dia 15 33.94+0481f

Este indice de luminosidad se evidencié mayormente en el sistema organico (41.52)

(Fig. 15b). Mientras que en el sistema convencional se registraron valores de 39.78.

En cuanto a los dias de almacenamiento, los valores disminuyeron conforme

avanzaba el dia de almacenamiento, a excepcion del dia 20 donde se registrdé un
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aumento en el sistema convencional. En el dia O se registraron valores de 44.36; en
el dia 5, 42.40. Para la mitad del periodo de almacenamiento se registré un valor de
41.11. A partir del dia 15 se registré una disminucion hasta 36.91 y luego en el dia

20 un ligero aumento (38.47).

Respecto a la interaccion sistema de cultivo*dia de almacenamiento, los valores
mas altos de luminosidad en los frutos se registraron en los primeros dias: 44.74 y
43.98 en frutos orgénicos y convencionales respectivamente. A partir del dia 5, los
frutos convencionales registraron valores disminuidos. En contra parte con los frutos
organicos, que comenzaron a perder brillo a partir del dia 10. Llegando al dia 20 con

valores de 38 sin diferencia entre sistemas de cultivo (Tabla 27 y Fig. 15b).

De acuerdo con (Chilson et al., 2011), frutos con valores altos de L* seran frutos
color rojo claro y en contra parte, valores bajos, seran frutos color rojo oscuro. De
tal forma que en nuestro estudio los frutos provenientes del sistema convencional
fueron frutos ligeramente color rojo oscuro y los frutos organicos fueron frutos color
rojo claro. Lo cual concuerda con los valores altos (+11%) obtenidos de a* en frutos
convencionales, ya que se ha evidenciado que, cuando el color rojo comienza a
sintetizarse, los valores de L* se veran disminuidos, indicando un oscurecimiento en

el color rojo (Lopez Camelo & Gémez, 2004).

Por otro lado, en los parametros de firmeza, grados Brix (°Brix), e indice de color
Delta E (Tabla 28), el sistema de produccion no tuvo un efecto sobre los frutos. Sin
embargo, cabe resaltar que, aunque la diferencia evidenciada en firmeza no fue
significativa, los valores que se determinaron en los frutos organicos fueron 13%
mayores en comparaciéon con los frutos convencionales. Dicha diferencia se
evidencio a partir del dia 5 ya que el valor en el dia 0 no tuvo un efecto significativo.
No obstante, a partir del dia 5, la firmeza disminuyd0 mas rapido en los frutos

convencionales. Lo anterior se podria atribuir al porcentaje de pérdida de peso,
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donde se observo que los frutos organicos pierden peso lentamente en comparacion

con los convencionales.

30
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Fig. 15. Cambios en los valores de a* (a) y L* (b) en frutos
de tomate organico y convencional. Los datos reflejan la
media % error estandar (n=5). Tukey (p < 0.05).
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Tabla 28. Parametros de calidad evaluados en frutos de tomate orgénico y convencional.

Parametro de calidad

Sistema de Dias de
produccion | almacenamiento Firmeza (N) Color DeltaE | Acidez titulable (%) °Brix
Dia 0 26.84+2.73 ab 0 0.42+0.02b 0.25+0.01 cde
Dia 5 23.07 £2.19 abc 9.60+0.67d 0.47 £0.01 ab 0.22+0.01e
Orgéanico Dia 10 19.90 + 2.11 abcd 16.68 £0.84 c 0.53+£0.02 ab 0.34 £ 0.02 abc
Dia 15 14.62 +0.93 cd 21.74+0.61b 0.43+0.007 b 0.34 £ 0.01 abc
Dia 20 14.50 + 0.83 cd 24.23+0.70 b 0.43+0.01ab 0.35+0.01a
Dia 0 29.76 £4.65 a 0 0.49 £ 0.06 ab 0.26 £ 0.01 bcde
Dia 5 18.45+0.83 bcd 8.89+0.67d 0.52+0.01 ab 0.25+0.01 de
Convencional Dia 10 13.06 £ 0.65 cd 16.20 +0.72 ¢ 0.53+0.02 ab 0.31+£0.02 abcd
Dia 15 12.17+1.42d 26.20+0.34 a 055+001a 0.35+0.02 ab
Dia 20 1257+1.71d 23.37+055b 0.49 £ 0.009 ab 039+001la
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7. Conclusion.

Los resultados del presente trabajo permitieron identificar las siguientes

conclusiones.

Los analisis de composicion de las soluciones nutritivas aplicadas en ambos
sistemas de produccion, permitié sefalar que, durante todo el ciclo de cultivo, el
sistema organico recibi6 mayor cantidad de nutrientes respecto del sistema
convencional. Destacandose una mayor aplicacion de NO73 (15%) y NH*41 (70%).
Adicionalmente, los andlisis de los drenajes de ambos sistemas indican que la
absorcion de nutrientes, durante las cuatro semanas evaluadas, a excepcion de la
semana 8, se llevo a cabo de forma mayoritaria en el sistema organico, ya que la
concentracion de nutrientes en la solucion de drenaje fue menor hasta en un 50%
comparada con la solucion de entrada. En contra parte con el sistema convencional
donde la solucién de drenaje en las cuatro semanas se evidencidé en una
concentracion similar o incluso mayoritaria, lo que nos podria sugerir una posible
concentracion de nutrientes en el sustrato de crecimiento del sistema convencional.
Este fendmeno en el sistema organico podria estar asociado a una mayor demanda
de nutrientes por parte de microrganismos asociados al cultivo, de tal forma que
estos microorganismos podrian estar asimilando y transformando principalmente el
NO=3y NH*4 generando asi mayores compuestos nitrogenados para la planta, los
cuales no se estan asimilando correctamente. Sin embargo, nuestros resultados no
permiten generar una correlacion concluyente entre la microbiota asociada al cultivo

organico y la metabolizacién del nitrégeno.

Estas diferencias en los aportes de nutrientes evidenciaron un efecto importante en
el metabolismo del nitrdgeno en el sistema radicular. Ya que se confirma que el
nitrégeno esta en constante transformacion y se encuentra involucrado en un ciclo
dindmico en la rizosfera. En ambos sistemas de cultivo, esta dinamicidad sugirié un
transporte activo de NO3 desde los sustratos de crecimiento hacia la raiz, lo cual
genero una alta concentracion de este metabolito al interior de la raiz (30%). A su

vez, estas diferencias en el contenido de NO3 también provocaron diferencias en la
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actividad de enzimas tal como la NR, ya que las mayores actividades se registraron
en la raiz. Dicha actividad se propici6 debido al mayor contenido de NO<
suministrado, asi como el disponible en raiz organica. No obstante, la actividad de
la NR parece estar regulada por procesos de senescencia celular que propicia la
salida de NO7 de la vacuola hacia el citosol, lo que pudo haber provocado una
posible reactivacion de la NR. Dicho evento se observo en la semana 41 de nuestro

estudio.

En el sistema organico, la generacion de NO=2 por la NR y su posterior
transformacion a NH*4 en la raiz parecidé superar la capacidad de la NiR para
convertirlos a NH*4. Ya que es posible que esos NO 2 por medio de una regulacion
negativa de la NR fueran metabolizados para la formacién de éxido nitrico. De tal
forma que este 6xido nitrico pudo ser el responsable del mayor crecimiento

vegetativo (area foliar) evidenciado en el sistema organico.

En cuanto a los frutos, el sistema de cultivo mostro tener un efecto significativo sobre
los parametros de porcentaje de pérdida de peso, asi como en color. Los frutos
provenientes del sistema organico mostraron una tendencia de menor pérdida de
peso, lo cual podria estar asociado a una mayor firmeza, parametro en el cual no
se observd una diferencia significativa; sin embargo, la firmeza de los frutos
organicos fue ligeramente mayor (13 %). Lo cual a su vez podria estar relacionado
a una mayor concentracion de Ca*? y NO 3 suministrado y disponible en el sistema
organico. En cuanto al color, el menor color rojo evidenciado en los frutos organicos
esta asociado directamente al contenido de licopeno. Sin embargo, dado el alto
contenido de NH*4 evidenciado en el sistema organico, se podria estar interfiriendo
en la actividad de enzimas clave de la sintesis de carotenos. No obstante, estos
resultados encontrados en frutos no son concluyentes debido al nimero de frutos
empleados. De tal forma que es necesario un analisis con un mayor numero de

frutos para corroborar los efectos del sistema de cultivo.
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