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Propositus y Métodus de Estudio: El nitrogeno (N) es el elemento de mayor influencia en €l
crecimiento del nopal (Opuatia spp). Los objetivos del presente trabajo de invesligacion tueron: a)
detectar la cinética de 1a absorcion de los iones NO3y v NIIg™ y b) estudiar el cfecto de diferentes
relaciones N-NO3:N-NH; en la actividad de las enzimas nitrato reductasa (NR) y Glutamino
sintetasa (GS) y evaluar el efecto de la nutncién nitnica y amoniacal sobre el nivel y acumulacion de
nutrimentos v su relacion con algunos procesos fisiolagicos de plantas de Opuntia ficus-indica (L.)
Mill. Para tal efecto, se desarrollaron dos experimentos secuenciados en ¢condiciones de hidroponia.
Experimento 1, se usd Ca(NO;),.4H;0 y (NH4),SO4 como fuentes de N & una concentracién dc 150
mg L' de N. Se empled un disefio experimenta) de bloques al azar, con siete repeticiones. La
velocidad de absorcion de los lones se estimd por el métloda de agotamiento. Experimento 2, se
emplearon cinco relaciones N-NOyN-NI1,, [L:0 (150 mg L' de N-NO;:0 mg L™ de N-NH.), 2:1
(100:50), 1:1 (75:75), 1:2 (50:100) y 0:1 (0 : 150)]. Se empled un disefio experimental de bloques
completos al azar, con cualro repeéticlones y un arreglo factorial de tratamientos. A los 21 dias
posteriores al establecumiento del expenumento se evalud “in vivo", en los diferentes drganos de la
planta, raiz, la actividad de las enzimas la nitrato reductasa (ANR) y la glutamina sintetasa (AGS),
ademds se determiné el contenido de NQj, y proteinas. Se midio el pH y Ia acidez titulable en
tejidos de cladodios en crecimiento (brotes) durante periodas de 4 h durante las 24 h del dia. En la
etapa final del ensayo se realizd un muestreo destructivo a fin de determinar el conterudo de N, P, K,
Ca y Mg dc cladodios y raiz.

Countribuciunes y Conclusiones; En los resultados se observd una mayor absorcion de nitrdgeno
con N-NOy como fuente nitrogenada en la solucion nutntiva; esta mayor absorcion de N-NO; se
asocio con una mavor produccion de materia seca de los brotes y un incremento en el pH de la
solucion nutntiva comparado con el N-NHy. Se registrd una mayor actividad de las enzirmas nitrato
reductasa y glutaminoe sintetasa cuando el medio nutriive se suministro con relaciones N-NQOj3:N-
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NHq altas, corroborandose la dependencia de la ANR de la concentracion de N-NQOj en el medio
nutntivo. Ambas enzimas tuvieron un comportamiento simildr, registrandose su mayor actividad en
la raiz. El contenido promedio de nitratos ¢n ¢l tejida vegetal fue mayor conforme las soluciones
gutritivas incluyeron mayor sumninistra de N-NOs en las relaciones N-NQ3:N-NHs, corroborandose
su dependencia de la concentracion de N-NQj en el medio externo. El mayor contenido de proteinas
solubles se asocié a mayores concentraciones de N-NIiy en la solucion nutritiva y sus mayores
concentraciones se localizaron en la raiz. [.a concentracian de N, P, K, Ca, y Mg dc la planta de
nupal no se vio influenciada por el suministeo de diferentes relaciones N-NOq:N-NH,, detectandase
diferencias altamente significativas en funcion de la edad y tipo de ¢rgano de la planta. Las variables
micreclimaticas y de plantas de nopal mastraron fluctuaciones diurmas marcadas. La acumulacion
nocturna de acido, expresada como % de dcido malico, cunslituye un indicador upropiade de los
niveles de absorcion de CO; en la planta de nopal.
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Purposes aud Methods of Study: The nitrogen (N) is the element of higher influence in the growth
of cactus pear (Opuntia spp). The objectives of this rescarch work were; a) to understand the ion
kinctics absorption of NQ; and NHs', b) study the effect of several rclationshfps among N-NQj; and
N-NHjy in the activity of the enzymes nitrate reductase (NR) and Glutamate synthase (GS), and ¢)
¢valuate the effect ol the nitrate and ammomum nutrition on the level und accumulation of
nutniments and their relationship with some physiclogic processes of plants of Opuntia ficus-indica
(L.) Mill. For such effect, two consecutive experiments were developed in hydtoponics conditions.
In the Experiment 1, Ca (NO;);4H;0 was used and (NH4)2SO4 like N sources 0 get a
concentration of 150 mg L™ of N. An experimental design of random blocks was used, with seven
replications. The ion speed absorption was evaluated by the depletion method. [n the Experument 2,
five N-NO,:N-NH, relationships were studied, [1:0 (150 mg L™ of N-NO;: 0 mg I.”" of N-NH4), 2:1
(100:30), 1:1 (75:75), 1:2 (50:100) and 0:1 (0:150)]. An experimental design of random complete
blocks was used, with four replications with a factorial arrangement of treatments, Several organs of
the plant, root, the activity of the enzymes, nitrate reductase (ANR), glutamate synthase (AGS), NO;
and protein content were “in vivo” evaluated, at 21 days after establishment of the experiment. It
was measured the pH and the tritable acidity in growing buds of cladudes, each 4 h duning 24 h of
the day. In the final stage of the research work, it was carried out a destructive sampling, in order to
determine the content of N, P, K, Ca and Mg of mother cladodes and roots.

Coutributions and Conclusioas: In the results can be observed a high absorption of nitcogen, when
N-NOj3 was used as a nitrogen source in the nutritious solution; this bigger absorption of N-NO; can
be associated with a higher production of dry matter from buds and a increment in the pH of the
nutritious solution compared with the N-NH,. It was registered a high activity of the enzymes nitrate
reductase and glutamate synthase when the nutritious solutiun was subministered with a higher
relationships of N-NQ;:N-NHy, confirming the dependence of the RNA from the concentration of
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N-NQj in the nutritious solutivn. Both enzymes had a similar behavior, registering their higher
activity in the root. The average nitrates content in the vegetable tissue was higher according to the
supply of N-NQ; from the relationships N-NO;:N-NH, in the nutritious solutions, carroborating this
dependence of the concentration of N-NOj in the extemnal media.

The highest content of soluble proteins, it is associated to bigger cancentrations of N-INH4 in
the nutritional solution, locating the concentrations of this nitrogen form in the root. The
cancentration of N, P, K, Ca, and Mg of the of prickly pear plant was not influenced for the supply
of several relationstups of N-NUj3 and N-NHLs, detecting tugh signiticant differences in function of
the age and type of organ of the plant. The microclimatic and plant variables showed sharp
fluctuations during days. The night accumulation of acid, expressed in % of malic acid, it constitutes
an appropriate indicator f the levels of absarption of CO; in the cactus pear plant.

MAIN ADVISOR SIGNATURE:
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1 INTRODUCCION
" Acertado es el adjetivo utilizado para hablar de los nopales (Qpuntia spp), cuando se cmplea
el termino Fxiraordinario, que significa digno de notar, raro, ain extraordinario describe de manera
propia a los nopales. [.as especies del género Opuntia han sido parte de la dieta humana cuando
menos desde hace 9,000 afios; los nopales han jugado un papel impostante en el desarrollo cultural y
fa vida diaria de nuestros ancestros. Ha sido bien documentado el desarrollo histdrico del
apravechamiento del nopal; originalmente, a través de un sistema de recoleccion de fiutos y
segmentos de tallos en nopaleras silvestres, para luego transitar a la creacion-de plantaciones (de
especics deseadas o sobresalientes) préximas a la vivienda de grupos de pobladores sedentarios que
condujo a una hibridacidn entre especies normalmente separadas por la naturaleza y a la creacidn de

nuevos cultivares, y finalmente al cultivo especializado en plantaciones comerciales.

Actualmente, México ocupa el primer lugar en témminos de superficic cultivada, produccion
y consumo de tuna y nopal verdura { Flares y Gallegos, 1993). Sin embargo, su cultivo evoluciond
en apenas cuatro décadas, de la condicidon de producto de recoleccion a cultivc; especializado, de ahi
que la experiencia generada, tante en forma empirica cowio de las innovaciones tecnologicas
producto de la investigacion agricola, sea insuficiente y exista la necesidad de generar nuevos
conocinuentos sobre aspectos tales como nutricion, podas, control de plagas y enfermedades y otras

practicas <ulturales que permitan el mejoramiento de los sistemas de produccion.

En lo que se refiere a aspectos nutricionales, a }a fecha se han realizado diversos ensayos de
fertilizacion con esti¢rcoles y fertilizantes (norganicos y su efecto sobre rendimiento y calidad de la
fruta, es decir ensayos con una orientacion practica, los cuales indudablemente han contribuido a la
adopcion de esta labor cultural por parte de los productores. No obstante, la gran mayoria de los
trabajos realizados se han {levado a cabo mediante tratamientos de prueba y error, sin que existan
las bases tedricas técmico-cientificas relacionadas con las fuentes, dosis, y épocas de aplicacion de
los nutrimentes en funcion de la capacidad de extraccion y selectividad de los mismos por la planta

del nopal.



Particularmente sobre la nutricion mitrogenada s¢ ha documentado ampliamente que las
anicas tuentes importantes para todas las plantas cultivadas, excepto leguminosas, son mtrato (NOy’
) ¥ Amonio (NH,"), estableciéndose que ambas formas pueden ser absorbidas y metabolizadas por
las plantas, aceptanda que ¢l NOs™ es [frecucniemnente la fuente preferencial para el crecimiento de
los cultivos (Mengel y Kirkby, 1987 y Salisbury y Ross, 1994). De este modo, el efecto de la [orma
nitrogenada sobre ¢l crecimiento de las planws ha sido objeto de un gran almery de estudics; sin
embargo, aun existen fuertes discrepancias ¢n los resultades (Mengel y Kickby, 1987, Cao y
Tibbutts, 1994, Osaki ef al., 1995) sobre todo si se considera lu ¢specie de planla y otrus factores
ambientales. En adicion a lo anterior, el estado nutrimental mineral de las plantas, el cudl afecta de
muchas maneras su actividad metabolica, ha sido estudiado en detalle para plantas C; y Cy, en tanto
que las plantas CAM, en general y el nopal (OJpuntia spp.) en particular, han recibido escasa
atencion, de manera que son pocas los estudios que revelan el efecto de los iones minerales sobre

este lipo de plantas.

Por otro lado, existen reportes que indican que es posible obtener mayores producciones
cuando ambas fuentes nitrogenadas se suministran en relaciones N-Né;:N-NHq adecuadas
(Hageman, 1992). Estos incrementos en la produccion podrian ser atribuibles a incrementos en la
actividad de algunas enzimas relacionadas con el metabolismo del nitrdgeno. La nitrato reductasa
(NR) es considerada como un factor limitante para el crecimiento, desarrollo y produccion de
proteinas en la planta (Botella ez al., 1993), de ahi que la NR se ha estudiado intensivamente debida
a que, con frecuencia, su actividad controla la velocidad de la sintesis de proteinas en plantas que
absorben NQO;" como fuente principal de nitcdgeno (Salisbury y Ross, 1994); también existe
informacién que sosticne que al suministrar a la planta con amonic y nitrato la actividad de la
glutamine sintetasa (GS) aumenta (Sandoval, 1991). Sin embargo, para el caso de la planta de nopal,
se carece de informacion al respecto, de manera que surge la necesidad de emprender trabajos
conducentes a dilucidar algunos aspectos del metabolismo del nitrdgeno, en general y la influencia
de la fuente nitrogenada en el comportamicnto de la planta de nopal. Con base en lo precedente, el
presente trabajo de investigacion tuvo como finalidad contribuir al conacimiento del metabalismo
del nitrogeno en el cultiva del nopal (Opuntia spp) postulandose las hipdtesis y objetivos especificas

siguientes:



Hipdtesis

1. Las formas de asimilacion de nitrégeno son NOy" y NH,', existiendo diferencias en [a cinética de su
absarcion, asumiéndase que el NOy’ es la fuente més facilmente asimilada por la planta de nopal
(Opuniia ficus-indica (L.) Mill.).

2. La relacién N-NO;:N-NH4 afecta la actividad enzimatica de la planta de nopal, por lo tanto la
actividad de la niato reductasa (NR) y glutamina sintetasa (GS) se ven modificadas con el
suministro de una u otra fuente nirogenada.

3. El contenido de nutrimentos en el material vegetal de Opunria ficus-indica (L.) Mill. es mayor al
emplear la relacion N-NO1:N-NH; en proporciones dptimas que con el uso exclusivo de ambas

fuentes nitogenadas, por lo tanta se puede afectar algunos procesos fisiolégicos de la planta.
Objetivos

1. Estudiar la cioética de la absorcién de los iones NO3” y NHy' en Opuntia ficus-indica (L.) Mill.

en funcion de la fuente nirogenada de una solucion nutritiva .

2. Estudiar el efecto de diferentes relaciones N-NQO1:N-NH,4 en la actividad de las enzimas nitrato
reductasa (NR} y glutarina sintetasa (GS).

3. Evaluar el efecto de la nutricion nitrica y amoniacal sobre €l nivel y acumulacién de nutrimentos
y su relacion con algunos procesos fisiologicos de plantas de Opuntia ficus-indica (L.) Mill.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Estado nutrimental mineral en plantas

Los nutricntes esenciales requeridos por las plantas superiores son exclusivamemte de
naturaleza inorgédnica. Este requerimiento exclusivo de las plantas superiores es una caracteristica
distintiva con otros organismos tales como el hombre, animales y un nimero de microorganismos
con tequerimientos adicionales de comestibles organicos (Mengel y Kirkby, 1987). Los nutricntes
minerales se han dividido convencionalmente, con base en el contenido del elemento en el tejido
vegetal, en: macronutrientes (C, H, O, N, P, S, K, Ca, Mg ) y micronutrientes (Fe, Mn, Cu, Zn, Mo,
B, C1) (Epstein, 1972, Marschener, 1986, Mengel y Kirkby, 1987 y Salisbury y Ross, 1994); el Na,
Si y Co no han sido establecidos como esencialcs, aunque al menos para algunas plantas son, en
efecto, elementos esenciales, como el sodio en algunas Chenopodiaceae 0 algunas otras plantas que

utilizan la fotosintesis C4 (Brownell, 1994).

Con base en las cantidades relativas de los constituyentes de la planta, los minerales
representan comparativamente la porcion mas pequeiia (3 %) de la materia seca. Sin embargo, ¢l
contenido mineral de la planta o de organos de la planta es de extrema importancia desde ¢l punta de

vista de su significancia fisiolégica y practica.

Sin duda alguna, el uso de los andlisis minerales de plantas y suclos, como herramienta de
diagnostico, han jugado un papel de gran importancia en la decision de los agricultores sobre la
produccion de plantas. Tales procedimientos constituyen una forma de evaluar €] estatus de los
nutrientes minerales en ¢l ambiente suelo-planta y ayudan a diagnosticar defictencias, son utiles para
estudiar las relaciones entre el estatus nutrimental de la planta y el rendumiento de la cosecha, y por
tanto sirven como un auxiliar en 1a determinacion de los requerimientos de fertilizante, para evaluar
la productividad del suelo, y para determinar las condiciones especificas del suelo que se pueden
corregir con la adicion de un mejorardor de suelos o con practicas culturales (Jones, 1985 y Smith,
1986).



En general, se acepta que los elementos considerados como esenciales, lo s0n para todas las
angiospermas y gimnospermas, aunque de hecho solo se han investigado bien los requerimientos
nutritivos de unas 100 especies (en su mayor parte cultivadas). Salisbury y Ross (1994) consignaron
la relacion de elementos (Cuadro 1) que en la actualidad se consideran esenciales para todas las
plantas superiores, asi como la forma molecular o 1énica que las plantas absorben con mayor

facilidagd de!l suelo y aire y la concentracidn dptima aproximada en el vegetal.

Cuadro |. Elementos esenciales para la mayoria de las plantas superiores y concentraciones
internas que se consideran adecuadas (Salisbury y Ross, 1994).

Simbolo Forma Peso Concentracion en  Numero relativo de
Elemento quimico  dispontbleal  atémico tejido seco &tomos comparado
vegetal® con el
(mgkg) (%) de Molibdeno

Molibdeno Mo  MoO* 9595 0.1 0.00001 1
Niquel Ni Ni" 58.71 % 7 ;
Cabre Cu Cu’,Cu™ 63.54 6 0.0006 100
Zinc Zn Zn" 6538 20 0.0020 300
Marnganeso Mn Mn™ 5494 50 0.0050 1 000
Boro B HiBO, 10.82 20 0.002 2000
Hiemro Fe Fe™, Fe™ 55.85 100 0.010 2 000
Cloro Cl Cr 3546 100 0.010 3 000
Azufre S 8041' 32.07 1 000 0.1 30 400
Fosforo P  H,PO, HPO,” 3098 2000 0.2 60 000
Magnesio Mg Mg~ 2432 2 000 0.2 80 000
Calcio Ca Ca" 40.08 5000 0.5 125 000
Potasio K K’ 39.10 10 000 1.0 250 000
Nitrdgeno N NOy, NH," 1401 15 GO0 I.5 1 006G 600
Oxigeno O  0,,H0 1600 450000 45 30 000 000
Carbono C CO, 1201 450000 45 35000 000
Hidrogeno H H.,0 1.0] 60 000 6 60 000 000

* Ea neyritas se indica Ia mids comun de las dos formas,

2.1.1 Niveles criticos de concentracion de nutrientes en plantas nativas y cultivadas

El principal factor que controla el contenido mineral de las plantas es genético, aceptandose
la existencia de un patron general para todas las especies de plantas superiores, que indica que el

contenido de N y K es 10 veces mayor que P y Mg, los cuales muestran a su vez concentraciones de



100-1000 veces mas que los micronutrientes (Mengel y Kirkby, 1987). Este patrén ocurre en tadas

las plantas, sin embargo, existen diferencias cansiderables entre especies, y aun deniro de especies.

El segundo factor que cantrola el contenido mineral en el tejido vegetal es la concentracion
de nutrientes en la solucidn del suela. En la naturaleza, las plantas se encuentran en suelos que
varian ampliamente en fertilidad debido a la baja disponibilidad de todos los nutrientes,
desequilibrio entre nutrientes y presencia de elementos a niveles tdxicos (Wentworth y Davidson,
1987 y Nobel, 1994); por ejemplo, el boro que es requerido por bajas cantidades por las plantas, en
¢l Desierto Sonorense existe boro suficiente en forma de borato para el crecimiento de magueyes y
cactas (nopales); sin embargo, los niveles extremadamente bajos en el Desierto Chihuahuense del
centro norte de Meéxico pueden limitar el crecimiento de los nopales (Nobel, 1994).
Consecuentemente, la concentracién mineral en los tejidos de las plantas tanto nativas como

cultivadas también varia ampliamente.

En el Cuadro 2 se presentan las concentracianes adecuadas de los principales nutrientes para
especies de cuatro grupos de plantas cultivadas (un cereal, una leguminosa forrajera, una hortaliza y
un frutal), as{ como los promedios del contenido mineral foliar de plantas nativas caracteristicas de
zonas desérticas. De dicha informacidn se desprende que, en general el contenido de N, K y P en el
follaje de las plantas cultivadas es mayor que en la vegetacion nativa, en tanto que el contenido de
Ca es mayor en general en las plantas nativas que en las cultivadas, y hasta en cinco veces en cactus
que en maiz, por ejemplo. Dentro de las especies cultivadas, se registran también diferencias
notables en la concentracion de algunos elementos, particularmente en el contenido de K, Ca y Mg
en la especie horticola (Capsicum annuum) comparado con los niveles de tales elementos en los
cultivos basicos. Adicionalmente, el contenida mineral difiere considerablemente entre drganos de
la planta; generalmente, las partes vegetativas tales como hojas, tallos y raices varian hasta cierto
punto de¢ manera mas marcada que frutos, tubérculos y semillas (Mengel y Kirkby, 1987).
Asimismo, el contenido mineral varia con la cdad de la planta, reportandose que tejidos de plantas
jovenes tienen un contenido mayor de N, K y P, mientras en plantas adultas es frecuente observar

conterudos mas altos de Ca, Mn, Fe y B (Mengel y Kitkby, 1987).
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2.2 Relaciones nutrimentales en Opuntia spp

Los requerimientos y el contenido de nutrientes de la planta de nopal son practicamente
semejantes a los de otras plantas. En relacién a los macronutnientes, los nopales contiene niveles
mas bajos de N y P y una concentracion mayor de Ca, respecto a las plantas provistas de hgjas bajo
cultive. Sin embargo, para entender las relaciones nutrimentales en plantas del género Opurtia, es
necesario partir de algunas consideraciones de su anatomia y fisiologia, las cuales tienen una gran
signiticancia funcivnal de este tipo d¢ plantas y de su adaptacidn al ambiente drido en el que se

desarrollan.

Las cactdceas difieren de muchas otras plantas por poseer el Mstabolismo Acido Crasuliceo
(CAM, por sus siglas en inglés) y por su suculencia, lo cual puede afectar sus relaciones minerales.
Al respecto Berry y Nobel (1985) indicaron que las cacticeas retienen una fraccion relativamente
grande del agua extraida del suelo, lo cual puede afectar su concentracion interma de mineraies y su

reciclaje.

Nobel (1983) sostuvo que €l estado nutrimental mineral de las plantas, €l cual afecta de
muchas maneras su actividad metabélica, ha sido estudiado en detalle para plantas C; y Cq, en tanto
que las plantas CAM han recibido una atencion muy pequefia, de manera que son pocos los estudios
que revelan ¢l efecto de los 1ones minerales sobre este tpo de plantas, dentro de los que se pueden
ubicar los realizados por Nobel (1983), Nobel y Berry (1985), Nobel y Hartsock (1986), Gibson y
Nobel (1986), Nobel et al. (1987), Lopez (1988) y Calderén (1995).

2.2.1 Edad del tejido

Dentra de los factares que afectan la composicion nutrimental en plantas, destaca la edad del
tejido. Lopez (1988) indicd que la composicion nutrimental de drganos y tejidos varia durante su
desarrollo y cada elemento muestra un patron caracteristico. Por ejemplo el nivel del N cambia con
edad del tejido, de manera que el contenido de N tiende a ser mas alto en cladodios jovenes que en

cladodios maduros, 95% mas altos en 0. cantabrigiensis, 25% mas altos para O phaeacantha, 45%



en Opuntia ficus-indica (Nobel, 1983) y 59% en O. amyclaea (Lopez, 1988); como se puede
apreciar, la magnitud de las difsrencias en el contenido de N en cladodios jovenes y cladodios

adultos varia con la especie.

Al evaluar ¢l contenido nutnimental en tallos y raices en O. amyclaea, Lopez et al. (1990)
encontraron que las diferencias mas contrastantes en los contenidos estuvieron dados por 1a edad y
¢l tipo de tejido evaluados en tallos. Los mayores contenidos de N, P, K, Mn, Zn y Na se registtaron
en tallos de un aiio de edad, contrariamente a lo que ocwrmod para Mg, mientras que los contenidos de
Fe no mostraron diferencia. Al comparar los mveles de N, P, K y Mg en raices y tallos, los
vontenidos fueron superiores en estos ultimos, lo cual puede vbedecer a la gran movilidad de estos
nulrimentos, asi como su traslocacidon hacia las partes de mayor demanda de la planta. Por ¢l
contrario, los contenidos de Fe, Mn y Na fueron sensiblemente supenores en raices. Los contemudos

de Na y Fe fueron 5 y 20 veces mas altos en raices, respectivamente (Lopez et al., 1990).

Al analizar los miveles de sodio en Opuntia ficus-indica Nobel (1983) encontrd que eslos
fueron mas altos en la raiz que en los tallos y dentro de estos ultimos, €l contenido fue mayor en el
parénquima que en el clorénquima. Resultados similares fueron reportados por Lopez et ai. (1990)
para Opuntia amyclaea, encontrandose que en promedio el Na alcanzd valores de 206, 88.6 y 40.3

ppm en la raiz, parénquima y clorénquima, respectivamente.

Lopez er al. (1990) arguyeron que la mayor concentracidn de Na en la ralz sugiere la
existencia de mecanismos de retencion y acumulacion de éstos y con ello de su traslocacion hacia la
parte aérea. Por otra parte Berry y Nobel (1985) observaron una mayor acumulacion de Na en la
raiz, arguyendo que existe una limitada traslocacion hacia tallos como consecuencia de su posible

exclusion del xilema en raices.

2.2.2 Tipo de tejido

Debido a la gran cantidad de agua almacenada en ¢l parénquima y a los 2 0 3 mm de espesor

del clurénquima de los Organos fotosintéticos de agaves y cactdceas, ambos tejidos pueden ser



separados ficilmente de manera que la determinacién de los contenidos nutrimentales en dichos

tejidos se puede realizar por separado.

Sobre la base de materia seca, ¢l nivel promedio de N en el parénquima es tnicamente 5%
menor que en ¢l clorénquima (Nobel, 1983 y Nobel et al., 1987). El parénquima de reserva contiene
grandes células con o sin relativamente pocas organelos por lo que su peso seco por unidad de peso
fresco es mds bajo que €l del clorénquima. Por ¢jemplo, ¢n cladodios hidratados de O. phaeacantha,
el peso seco corresponde al 11% del peso fresco del clorénquima por solo el 6% del parénquima de
reserva (Nobel, 1988a).

En un trabajo sobre 11 especies de cacticeas, se determiné la relacion entre la concentracion
de 10 nutrientes minerales en el clorénquima y la maxima cantidad de acumulacién noctuna de
acido malico (come indicador de extraccion de CO;) encontrandose una correlacidn positiva y la
mayor significancia entre el nivel mas alto de N en ¢l tejido y el valor mds alto de la acumulacion
nocturna de acido malico para las 11 especies examinadas; asimismo, el estudio revelo que el nivel
del N en soluciones hidropdnicas incrementé substancialmente la tasa de crecimiento de plantulas
de cactaceas (Nobel, 1983). Cuatro de las 11 especies consideradas tuvieron un 2% o mas de N en ¢l
clorénquima, porcentaje que resulta similar a valores registrados en otras plantas de interés

agrondémica (Nobel, 1988a).

En el caso de los nopales y cactaceas, en general, ¢l contenido de Ca es mayor respecto al
encontrado en otras plantas cultivadas, tanto que pueden disuadir a algunos animales a consumir las
tallos o cladodies (Bravo-Hollis, 1978 y Nobel, 1994). El nivel del Ca puede rebasar el 6% del peso
del clorénquima en agaves y cactaceas; el nivel de este elemento puede elevarse de un 2% presente
en un cladodio de dos semanas de edad al 6% en un cladodic de un afio (Nobel, 1983). En opiaion
de Gibson y Nobel (1986) tales niveles de calcio estan estrechamente asociados con la acumulacion

de oxalatos de calcio en agaves y cactaceas, los cuales pueden formar cristales.

Promediando los valores de algunos elementos presentes en el clorénquima y en el

parénquima de tallos de 11 especies de cacticeas, el Na cs tres veces mds bajo, el Ca mayor ¢n un
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50% y el Mn tres veces mas alto en el primer tipo de tejido (Nobel, 1983). El autor agregé que los
niveles mds altos de Mn en el ¢lorénquima puede relacionarse con la presencia de Ciertas enzimas y
reacciones fotoquimicas que lo requieren. En el Cuadro 3 se sintetizan los valores alcanzados por ¢l
contenido de elementos en el clorénquima de plantas de tres especies de Opuntia en diferentes

condiciones ambientales y culturales.

Cuadro 3. Niveles de elementos en el clorénquima para tres especies de Opuntia spp en

ambientes diversos.
Llemento Opuntia ficus-indica’ Opuntia engelmannii’ O. amyclaea’
Fillmore, Califoraia Kingsville, Texas Coahuila, Mex. Edo.de México
N (%) 2.61 2.11 0.90 0.87
P (%) 0.33 0.19 0.03 0.14
K (%) .18 3.69 1.48 242
Ca (%) 6.33 3.81 9.66 ———
Mg (%) 1.43 1.84 1.05 1.03
Na (ppm) 31 179 78 46
Mn (ppm) 54 92 28 22
Cu {ppm) 15 4 4 ——
Zn (ppm) 52 31 11 16
Fe (ppm) 38 73 61 58
Bo {ppm) 109 23 4 —
ANA® 0.81 —ee—- - e o

* Maxima scuniulacion nostuma de 4cido malico (molm™)
"Notel (1988)

? Nobel et af. (1987)

! Lopez (1988)

2.2.3 Interacciones ionicas

Los elementos minerales son extraidos del suelo y su transporte ocurte en forma de iones con
carga negativa {(anion) o positiva (catidn}. Ciertos elementos como el N, ocurren con multiples
formas, tales como el amonio (NH;') y el nitrato ( NO3™) (Nobel, 1988a). Las variaciones en las
concentraciones nutnmentales de tejidos vegetales ocurren frecuentemente de manera definida en
teminos de afinidad entre si, dentro de la planta y en el suelo, modificando con ello procesos de
distribucion y acumulacidon dentro de la planta (Bould, 1966), reconociéndose dos tipos de

interacciones de efectos reciprocos: positivas (sinergismo} y negativas (antagonismo).
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Para mantener ¢l balance dc la carga o electroncutralidad de las células de las plantas, la
carga total de cationes debe ser estrechamente pareja o igual a Ja carga de aniones (Nobel, 1983);
ésto es, cuando un catién es absorbido del suelo por la raiz, generalmente un anidén también es
absorbido o un catién es liberado. Por ejemplo, la extraccion de K puede ser acompaiiada por la
extraccion de Cl” o la liberacion de H', lo cual puede afectar el pH de la vecindad inmediata de la
superficie de la raiz, condicion que puede a su vez influenciar la extraccion de otros iones. Gibson y
Nobel (1986) sostuvieron que para Opuntia ficus-indica, asi como para otras cacticeas, los altus
niveles de Ca se pueden asociar con células que almacenan y secretan mucilago, que es un
polisacando fibroso adhesivo, compuesto de cerca de 30,000 subunidades de azdcar (principalmente
arabinosa, galactosa, ramnosa, y gilosa, junto con dcidv gulacturdnico). Debido a que el H' puede
disociarse de [a unidad galacturonica del mucilago, un cation Ca'™" puede ser atraido al mucilago

electrostaticamente.

De acuerdo con Nobel (1988a), la electroneutralidad también afecta las relaciones ionicas de
células individuales del clorénquima de agaves y cacticeas. Asi, la acumulacion de Ca'’,
concentracién que puede exceder marcadamente el nivel de K en el clorénquima, presumiblemente

ocurre en concierto con la acumulacion del ion oxalato (FOOCCOO").

2.3 Respuesta del Nopal a la Fertilizacion Nitrogenada

A partir de resultados de diversos trabajos sobre fertilizacidn, es posible establecer que el
nopal, a pesar que se le ubica como una planta ristica, €ste responde favorablemente a la aplicacion
de abonos, tanto organicos o quimicos (Nabel et ¢/, 1987, Pumienta, 1990; Mondragén y Pimienta,
1990a; Mondragdn y Pimienta 1990b; Méndez y Martinez, 1990; Lapez y Cruz, 1990; Nerd ef af,,
1991; Nerd y Mizrahi, 1992 y 1993, Barhera e Inglese, 1993 y Mondragon, 1994, entre otros).

En relacion al nitrégeno, Nobel (1994) establecid que con frecuencia es el elemento del suelo
mas limitativo para el crecimiento, tanto en dreas agricolas como en ambientes naturales, de manera
que el suministro de productos inorganicos que contienen mitratos o de estiércol casi siempre

aumentan el crecimiento de nopales cultivados.
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2.3.1 Estudios de campo

Para el caso particular de fertilizacion nitrogenada en especies del género Opuntia, la
informacion de la que se dispone no es tan extensa. Sin embargo, Nobel er al. (1987) examinaron
bajo condiciones de campo, en Kingsville, Texas y Coahuila, Mexico, la relacion del mvel de
nutrimentos minerales en el suclo y la productividad de (. engelmannii y O. rastrera; repartan que
el crecimiento de tales especies s¢ correlacionaron positivamente con ¢l aivel del N del suelo, de
manera que al incrementar el Nde 0 a 160 kg ha"! se incrementd el nimero de cladodios nuevos en
un 55% en O. engelmannii; asimismo, encontraron que ¢l incremento de materia seca de plantas de
Opuntiu phaecantha y O. rastrera se correlaciond positivamente con los niveles de murogeno, asi
conforme se incrementd el nivel del nitrdgeno de 0.05% a 0.3%, la productividad anual de materia

seca de ambas especies se incremento en 20 veces.

Méndez y Martinez (1990) al evaluar el efecto de diferentes dosis, fuentes y época de
aplicacion de fertilizacién quimica y organica sobre el rendimientc de tres formas de nopal,
reportaron que €l andlisis estadistico no detectd un efecto significativo para la época de aplicacion
de N. Sin embargo, cuando éste se fracciond, se obtuvieron rendimientos ligeramente mads altos. El
N interacciond con los cultivares, encontrdndose significancia en el rendimiento de éstas. Por otra
parte, en este estudio se detectd un ligero aumente en el rendimiento cuando se utilizé sulfato de
amonio como fuente de N con respecto a la Urea. No hubo diferencia entre el uso de estiércol de

bovino y caprino, ni tampoco un efecto positivo por la aplicacidn de potasio.

Mandragdn y Pimienta (1990a) evaluaron el efecto de la aplicacién de gallinaza (3 y 6 t ha™)
¥ N (20 y 40 kg ha™), estableciendo un testigo absoluto, sobre la recuperacién de plantas afectadas
por un “amarillamiento”, en un intento de generar practicas de manejo que permitan recobrar huertas
semiabandonadas. Los tratamientos los aplicaron en plantas de seis y siete afios de edad de la
variedad “Esmeralda”, establecidas en curvas a nivel y a una densidad de plantacién de S50 plantas
ha™' con mantenimiento irregular y sin antecedente de uso de estiércol ni poda. En sus conclusiones
los autores establecieron que |a sintomatologia visual (“amarillamiento™) sugiere una deficiencia de

N. El nopal tunero respondi¢ favorablemente a la aplicacion de la gallinaza y N, hubo un mayor
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niamero de cladodios nuevos, por lo tanto mayor punios de fructilicacion, con un efecto significativo

en el rendimiento de fruta por planta,

En un trabajo realizado en [srael para probar el efecto de la fertilizacion y periodos cortos de
sequia sobre Opuntia ficus-indica, Nerd et al. (1991) encuntraron que el suministro continuo en el
agua de riego (fertigacidn) de N, P y K incrementd la produccion de yemas florales tanto en
cosechas vbtenidas en verano como las obtenidas en invierno, destacando que la produccion de
yemas florales se asocid con el incremento del nivel de NOs™ en los cladodios, Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Lopez y Cruz (1990), quienes observaron que el nimero total de
brotes florales fue mayor al awnentar la concentracion del N, siendo esto mas claro en tallos de un

afio de edad de plantas adultas.

Nerd y Mizrahi (1992) desarrollaron otro estudio sobre tratamientos de fertilizacion en una
plantacion de ocho afios de edad, con un distanciamiento de 1x4 m, sin riego y feitilizada
esporadicamente; los tratamientos de fertilizacion fueron 0, 30, 60 y 120 kg N ha"' (N aplicado
como NHy NO3) y una cormbinacion de N-P-K, de 60, 20 y 35 kg, respectivamente. Los fertilizantes
fueron aplicados mediante goteros via fertigacion durante varias semanas después de la cosecha de
frutos del veramo. Las plantas fertilizadas y no fertilizadas se regaron por igual. La brotacidn del
otoflo consistié exclusivamente en yemas florales sobre cladodios desarrollados en ese mismo afio.
Las ycmas florales iniciaron su aparicién o emergencia dos semanas después de aplicados los
tralamientos y continud por cuatro semanas. La emisidn de yemas florales se incrementd
marcadamente por los fertilizantes nitrogenados, mientras que el P y K no tuvieron efecto en la

iniciacidn de yemas.

Con base en los resultades obtenidos en una serie de experimentos Nerd y Mizrahi (1993)
sostuvieron que el conterudo de N en los tejidos del cladodio de O. ficus-indica puede servir como
un ¢ritenio pard la uplicacion de fertilizantes en el cicle de cultivo de inviemo, y agregaren que
aunque en sus experumentos ¢l P y K no afevtaron la produccion de yemas florales ésto se pudo
deber a que la brotacién fue afectada por la disponibilidad de éstas y otras nutrimentos. Finalmente,

los autores concluyeron que los datos obtenidos no son suficientemente concluyentes acerca de las
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relaciones entre la produccion de fruta y ¢l contenido de nutrimentos en los cladodios de O
ficus-indica, por lo que indican que en el rango de 0.75-0.97% de N en los cladodios la
productividad de la cosecha de verano es alta y que concentraciones mas altas de N podrian

incrementar la brotacion de otoiio.

Gonzilez y Everitt (1990), ofrecieron informacion que muestra que de 1979-1981 el
promedio de proteina cruda del nopal fertilizado con N fue significativamente mds alto que en
aquellas plantas no fertilizadas. En relacion a la produccidn de biomasa (produccion de materia seca
total), cuando se compard ¢l testigo en tratamicntos de fertilizacion de 224-00-00 y 224-112-00 de
N, P vy K se registtd un incremento en la produccion de materia seca del 270 y 340 %,
respectivamente. Indicaron ademas, que la aplicacion de N y P no cambiaron la composicion
mineral del nopal durante un periodo de siete afios. Por su parte Gathaara ef al. (1939)
correlacionaron la produccion de fruta con el contenido de N y P en los cladodios de Q.
engelmannii, reportando que las concentraciones éptimas fueron 1.16% de N y 0.115% de P,
mientras que con concentraciones més altas de N el crecumiento vegetativo s¢ uicremento y la
produccion de fruta decrecio, Vazquez y Gallegos (1995) evaluaron la adaptacion y productividad de
dos cv. de nopal verdura (0. ficuy-indica (L.) Mill.) en ralacion con altas dosis de estiércol, en el
ambiente de Marin N. L., reportando que de los niveles de estiéreol probados, la dosis de 400 t ha

produjo un incremento significativo en la produccion de nopalites, alcunzando 200 ¢ ha aio™.

2.3.2 Estudios en hidroponia

El uso de la hidreponia facilita los estudios sobre nutriementos ya que el nivel de los
elementos se puede variar facilmente, es decir se trata de soluciones balanceadas conteniendo una
relacion propia de todos los ¢lementos para un Gptimo crecimiento, asi cualquier desviacion en el

crecimiento normal que sea atribuible a deficiencias o toxicidad son facilmente detectadas.

En este contexto, en un estudio llevado a cabo bajo condiciones hidropdnicas usando
cladodivs de siete meses de Opunfia amyclaea, se tenia como objetivo de conocer los sintomas

visuales que presentan los tallos de nopal cuando son deficientes en uno o varios elementos
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nuaitives (Cruz et al., 1990). Ellos encontraron que el N es el elemento que mas limité el
crecimiente y la produccién de materia expresada en peso fresco. Su ausencia en la solucién
nutritiva fue similar al tratamiento que involucrd solo agua destilada. Los tratamientos sin Mg, Fe,
B, Mn, Zn, Cu, y Mc no causaron ninglin efecto. Esto podria ser indicativo de que los
requerimientos de estos clementos por la planta soo bajos o bien que las cantidades acumuladas en

los tallos pueden cubrir las necesidades por un periodo largo.

Nobel (1988a) concluyd que a pesar de que se requieren mas investigaciones sobre la
influencia del N sobre el crecimiento, se pueden hacer ciertas generalizaciones concernientes a este
importante nutrimento. La primera es que la actividad metabélica es promovida cuando el contenido
de N cn €l clorénquima es cerca del 2% en base a peso seco, lo cual coincide con otras plantas de
interés agrondmico. La scgunda es que de todos los elementos probados en 20 especigs, la absorcion
nocturna de CO; y la acumulacion noctuma de acido malico se correlaciona positivamente con el
contenido de N en los tejidos. La tercera es que el crecimiento de la planta se incrementa con
contenidos de alrededor de 0.1 % de N en base a peso seco del suelo.

2.4 Metabolismo del Nitrogeno

Aunque el N; comprende el 78% de la atmésfera, en esta fonua quimica no ¢s asimilable por
las plantas, excepto aquellas que tienen la capacidad de llevar a cabo la fijacidn biologica de este
¢lemento; a diferenc‘ia de otros nutrientes, el N no se eacuentra en las rocas, de ahi que las fuentes
primarias de este elemento para los ecosistemas terrestres son los iones NHs' ¥y NQ," que estin
disueltos en el agua de lluvia y la fijacidn biologica de N que realizan los microorganismos
(Binkley, 1993 y Salisbury y Ross, 1994).

Debido a que el N es constituyente de los componettes estructurales de la célula (pared

celular), asi como no estructurales (enzimas, clorofila y dcidos nucleicos), los requerimientos de N

existen a través del desarrollo de una planta para mantener el crecimiento (Schrader, 1992). EI N es
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requerido para la sintesis de proteinas (16% N en base a peso seco), clarofila (6%), dcidos nucleicos

(15%) y otras categorias de moléculas vitales para el funcionamiento de las plantas (Nabel, 1938a).
2.4.1 Formas de absorcién de nitrégeno

ELN inorganico en general s absorbido por las plantas en forma de NOy™ aunque en algunas
circunstancias pueden asimilar iones de NH¢" (Mengel y Kirkby, 1987, Reporter, 1988 y Schrader,
1992). Mengel y Kirkby (1987) sostuvieron que ambas formas, NOy NH,", pueden ser absorbidas y
metabolizadas por las plantas, aceptando que el NO;y es frecuentemente la fuente preferencial para
¢l crecimiento de la cosecha, aunque ésto depende sobre la especie de la planta y otros factores
ambientales. En este contexto, Salisbury y Ross (1994) indicaron que en general, las plantas
cultivadas y muchas especics nativas absorben la mayor parte del N en forma de NOj™, debido a que
el NH4™ &s oxidado a NOi con mucha tapidez por bacterias nitrificantes, reconociendo, sin
embargo, que comunidades climax de coniferas y pastos absorben casi todo el N en forma de NHy"
detido a que la nitnficacion es inhibida por un pH bajo del suelo o por taninos y compuestos

fenolicos.

Hageman (1992) después de realizar un analisis del efecto de las formas del N sobre al
crecimiento de las plantas, indicd que la nutricion con NHs™ requiere de menos energia (162 000 cal
mol™) en tejidos u drganos no clorofilicos. En drganos verdes (principalmente hojas), la asimilacién
de NO;" no es mds costasa en términos de carbohidratos de reserva. Ademads, la nutricidn con NOy
presenta cuatro ventajas en relacion al NH,": a) el nitrato no es toxico y puede ser almacenado para
Su uso posterior en varios 6rganos sin dafic aparente; b) la asimilacién de NOy™ es coordinada y
regulada por ¢l metabolismo del carbono, en la medida que la reduccion del NOy requicre de
NADH; ¢) la iniciacion de la asimilacion del nitrato es catalizada por la enzima nitrato reductasa, la
cual es mas sensitiva que muchas enzimas de la planta, incluyendo aquellas de aparatos
fotosintéticos; d) en las hojas, €l NO;3' es esumnilade may lentamente en la obscundad que en la luz, y
en algunas especies el nitrato no es asimilado en la obscuridad bajo ciertas condiciones; y €) hay un

mejor balance ionico (cationes vs anienes) debido a que no tienen que intervenir aniones organicos.
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Par otra partc, los iones del NH;" en el suclo pueden verse involucrados en cinco procesos
posibles: la inmovilizacion en la biomasa microbiana, la absorcion por las plantas, la adsorcion en
las particulas del suelo con carga negativa, la lixiviacion del suclo, o bien la oxidacion hasta nitrato
(Binkley, 1993). Mengel y Kirkby (1987) sugirieton que el NH," es fuertementc absorbido por
arcillas minerales, cargadas negativamente debido a sus propicdades catidnicas, tales como illita,
vermiculita y montmorillonita (2:1), contra el NOj, el cual es mdis bien mdvil en el suelo y

dificilmente adsorbido por las particulas del suelo. A este procesa se le denomina fijacién del NH,'.

Del andlisis anterior, Hageman (1992) concluyé que, dados los resultados obtenidos a la
fecha, pareceria que “no existe nada nuevo bajo ¢l sol” y que las conclusiones logradas por Amon en
1937 hoy dia parecen ser igualmente validas, en el sentido que cualquiera de los dos, NO;" o NHy",
pueden servir como una fuente adecuada de nitrogeno para el crecimiento y productividad de la
planta, pero que las sales de NO;™ son consideradas come la “caja de caudales” para la produccidn
de plantas. Sin embargo, existen excepciones para este enunciado, ya que la fuente preferencial para el
crecimientu de la cosecha depende de la especie de la planta y otros factores ambientales como
ternperatura y humedad. En este contexto, Griffith y Streeter (1994) reportaron que bajo temperaturas
frias y condiciones de suelo himedo (von trecuencia inundados), el NHy' es la forma nitsogenada mas

Importante para el crecimiento y desarrollo del ryegrass (Lolitm multifiorum Lam. cv. Surrey).
2.4.2 Reduccidn asimilatoria del nitrégeno

El NOj, antes de combinarse con compuestos de carbono para formar los diversos
componentes nitrogenados de la célula, debe ser convertido en NH;j. El proceso es conocido como
reduccion asimilatoria del nitrate y consiste basicamente en dos pascs, la reduccién de NO;3 a NO;
y la otra reduccion de NO;” a NHj. La asimilacién de N-NO; dentro de los aminoacidos incluyen
tres procesos reductivos y un proceso no reductivo, en convertir €l N-NOjy a N-amino, Las cuatro
enzimas unvolucradas son Nitrato Reductasa (NR), Nitrito Reductasa (NiR), Glutamina Sintetasa
(GS} y la Glutamato Sintasa (GOGAT) (Epstein, 1972, Mengel y Kirkby, 1987; Les, 1988,
Hageman, 1992, Schrader, 1992 y Salisbury y Ross, 1994).
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2.4.2.1 Proceso de la reduccida de nitrato

La reduccién del NOj~ se efectia en dos reacciones distintas catalizadas por enzimas
diferentes. La primera reaccion es catalizada por la nitrato reductasa (NR), una enzima que
transfiere dos electrones procedentes de |a nicotinamida adenina dinucledtido reducida (NADH),
aunque algunas especies como soya, maiz, cebada y arroz, poseen ademas una NR que opera tanto
con NADH como con la nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducida (NADPLH)
(Maldonado, 1993). Los productos de dicha reaccién son nitrito (NO;" ), nicotinamida adenina
dinucledtido oxidada (NAD") y 1,0, y el numero de oxidacidn del N cambia de +5 a +3, tal y coma
se muestra en la ecuacioa siguiente (Salisbury y Ross, 1994):

NR
INO;- + NADH+ H'. —2>YINO,; + NAD® + H;0

Esta reaccion se ¢fectia en el citosol, fuera de cualquier organelo. La NR es una proteina de
masa molecular entre 200 y 400 kDa, constituida por dos subunidades idénticas, cada una de las
cudles contiene una molécula de FAD (flavin adenin-dinucledtido), hierro en un grupo prostético
hemo (cilacromo bss7) y un atomo de molibdeno integrado al denominade cofactor de malibdeno
(MoCa) (Maldonado, 1993), todo lo cual se oxida y se reduce de manera consecutiva a medida que
se transportan los ¢lectrones del NADH al atomo del N-NO; (Salisbury y Ross, 1994).

Algunos estudios han mostrado que la actividad de la nitrato reductasa (ANR) es inducida
por la concentracién del ion NOj en el suelo o en la solucién nutritiva (Nerd y Nobel, 1995). Oaks
y Hirel (1985) reportaron que con el sum‘mfstm de NO;" se promueve un incremento tanto en la
ANR, como en la cantidad de la proteina (enzima) nitrato reductasa. La luz, a través del fotoreceptor
fitocromo, tiene también un marcado efccto positivo sobre la induccion de las enzimas NR y NiR; la
luz estimula la acumulacion de transcriptos de NR y NiR (nicamente cuando el NO;™ se halla
presente, por lo cual se ha sugerido que el ¢s el verdadero inductor, mientras que la luz, a través del
fitocromo activo (Pfr), actia modulando positivamente la transcripcién génica inducida por el NOy
(Maldonado, 1993).
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La reduccidn de NOj por las plantas estd influenciado por la nutricién mineral y en
particular por Mo. Cuando Mo es deficiente, la acumulacién de nitratos toma lugar y el contenido
de compuestos amino N soluble son deprimidos a causa de 1a carencia de NIH; disponible para la
sintesis de aminodcidos. Mn puede también afectar directamente la asimilacidon del NOy, el cual es
esencial en el fotosistema II (Mengel y Kirkby, 1987). Lehninger (1977) presentd la ecuacién
siguiente:

e e e NO:;
NADPH - == FAD st MQ wazcod

NOs

2.4.2.2 Reduccién de nitriio a iones amonio

La segunda reaccion del proceso global de la reduccion del NO5™ implica la reduccion de WOz~ a
NH,'. Debido a que a niveles altos es toxico, el NO;™ que se origina en el citosol por la accidn de la NR
es réapidamente transportado a cloroplastos en las hojas o a los proplastidios en tejidos no verdes de las
raices (Bidwell, 1979, Emes y Fowler, 1979, Taiz y Zeiger, 1991 y Salisbury y Ross, 1994). Cada tipo de
plastidio tiene su propia Nitnto Reductasa asimulatoria; los cloroplastos contienen una ferrodoxin-nitrito
reductasa, mientras que los proplastidios contienen una actividad NAD(P)H-pitnto redwtasa, ambas
enzimas catalizan los seis electrones en la reduccion de nitrito a amonio con la reaccitn total (Taiz y
Zeiger, 1991)

NOy + 6e +8H" — —> NH," +2H;0

La ferredoxina (Fd) es el donador d¢ electrones, o fuente de poder reductor, en tejidos

fotosinteticos, tal como se muestra en la reaccion siguicnte:

oe
NO;" + 6Fd,ey +$H" — ——2 NH," + 6Fd,; +2 HyO

donde los sufijos red y ox indican el estado de reduccidn y oxidacidn, respectivamente.
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Si bien es cierto que la ferredoxina reducida es ¢l donador nommal de electrones para la
nitrito reductasa en hojas, en opinion de Salisbury y Ross (1994), la sustancia reductora ea raices
aun no se conoce con certeza. Sin embargo, la idea mas generalizada al respecto, establece que en
los tejidos no verdes utilizan el NADH o NADPH suministrados por la respiracion como donadores
de electrones en la reduccion del NOy” (Mengel y Kitkby, 1987 y Taiz y Zeiger, 1991):

NOz + INAD(PH + S H ~wse=s NH;" + 3 NADP) + 2H;0

En este caso, la ferredoxina reducida proporcionara electrones para lay mitrite reductasas
aisladas en las raices, pero ni los proplastidios ni otras partes de las ¢élulas radicales contienen
cantidades detectables de ferredoxina. Aunque atn no se tiene seguridad sobre la manera en que las
raices reducen NO; a NHy4', resulta claro que se necesita un aporte de carbohidratos de las hojas y
que la mayoria de las reducciones se efecttian en los proplastidios (Salisbury y Ross, 994). Ademas,
hay evidencia indirecta de que el NADPH derivado de la ruta respiratoria de los fosfatos de pentosa

es la sustancia reductora activa.

Un aspecta sorprendente es que la nitrito reductasa (NiR) también es inducible paor la
concentracion de NO;’; un trabajo dc Aslam y Huffaker (citado por Salisbury y Ross, 1994)
demostré que al agregar NO; y NO; a la solucién nutritiva se indujo tanto [a NR coma la NiR en
hojas de plantas de ccbada, concluyendo, no obstante, que los experimentos indicaron que el ion

activo es el NO;' y que, para ser funcional, el NO;™ primero tiene que oxidarse a NOj'".

2.4.3 Localizacion de la asimilacion de mitratos

El N absarbido por las ruices es removilizado en el xilema a las partes superiores de la
planta. La forma en el cual el N es removilizado depende de la fuente de N absorbida y del
metabolismo de la raiz. De acuerdo a Naovoa y Loomis (1981) casi todo el N-NH4 absorbido es
asimilado en el tejido de la raiz y redistribuido como aminoicidos, en tanto el N-NO; puede ser
removilizado en forma inalterada a la parte area (tallos, hojas) pero esto depende del potencial de

reduccién del NO1' de la raiz, lo cual difiere entre especies.
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Los sitios de reduccidn dej NOs~ difieren entre especies de plantas. A diferencia del NHy', el
NGO5™ no es (Oxico para las plantas e incluso puede ser transportado hasta las hojas antes de su
reduccion (Novoa y Loomis, 1981, Hageman, 1992 y Binkley, 1993). Muchas especies de plantas
son capaces de reducir NOs™ tanto en la raiz como en la parte supenior de la plaata. Pate (1973)
indico que en cereales se reduce el NO5-, tanto en la raiz como en las hojas, mientras especies de los
géneros Vicia, Pisum, Phaseolus y Lupinus muestran una mayor actividad de la nitrato reductasa en
la raiz. En plantas de tomate, por ejemplo, entre el 80-90% del N en la savia del xilema esta
presente en forma de N-NOj (Lorenz, 1976), asi que la reduccién padria tener lugar en las porciones

verdes de las plantas.

De acuerdo con Pefia (1989), el sitio de reduccidn de los nitratos es de gran importancia para
el adecuado balance i6nico en el proceso asimilatorio. Cuando la asimilacién del nitrato ocutre en la
parte aérea, la translacion de cationes desde la raiz hacia arriba es cuantitativamente mds
importante, porque cada NOj;~ reducida debe ser acompaiiado por un catidn inorginico, para unirse
al anién orginico producido después de la reduccion del NO;~ (Kirkby y Knight, 1977). De esta
manera, los iones NO;~ y K* son tomados en grandes cantidades por la raiz y luego translocados via
xilema hacia la parte aérea, en donde el nitrato es reducido por los sistemas enzimaticos de la nitrato
reductasa y nitrito reductasa. Cuando el NOj3™ es asimilado en la raiz, los tejidos menstematicos de
las partes altas de la planta son suministrados con nitrogeno principalmente en forma de
compucstos; el exceso de OH™ generado por la reduccion de NO3~ en la raiz, puede ser
parcialmente excretada a la solucién del suelo o parcialmente neutralizado por algun regulador
bioquimico del pH amino (Kirkby y Knight, 1977).

2.4.4 Asimilacion del amonio
Una vez efectuada la reduccion del NOQy', el amonio es asimilado en el cloroplasto de las
hojas, en el cual el ATP y la ferredoxina reducida son generados a partir de la energia radiante, pot

lo que puede decirse que la asimilacion del amoniaco es un verdadero proceso fotesintético (Lea,
1983).
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Efectivamente, el i6n NHy" es la forma final en que el N es asimilado por las plantas. El
NH4" se genera no solo en la reduccion del NO;~ sino también en otros procesos metabélicos como
la fotorespiracion, el catabolismo de las proteinas o 1a fijacion del nitrégeno molecular; dicho NH,"
es asimilado inicialmente en forma de glutamina, misma que es utilizada para la sintesis de otros
aminoacidos o bien como metabolito transportador de N a larga distancia (Maldonado, 1993). Por
su parte Lea (1988) seiialo que el NH,' es téxico para todos los organismos vivientes, por lo que
Salisbury y Ross (1994) indicaron que independientemente del origen, el N Hy' no se acumula en

ningun sitio del vegetal.

La incorporacion del NHs* dentro de los aminoacidos ocurre por dos vias: una catalizada por
la enzima glutamato dehidrogenasa (GDH), y otra asociada con la actividad de la glutamina
sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT); evidencias experientales recieutes han demostrado
que la via GS-GOGAT es la principal senda de asimilacion del (Amancio y Santes, 1992), y ocurre

mediante dos reacciones consecutivas (Figura 1):

p— COOH
H.NCH ?0

éH, ?H.

<::H, cr
H.NCO 2e GOOH

ACIDOQ 2-OXO-

AE:P ‘\ /'GLUTAMlNA \ GLUTARICO

Pi cs GOGAT
ACIDO / \ ACIDO
ATP GLUTAMICO GLUTAMICO

COOH cooH

NH: H-NCH H.NCH
| |
(I:H, (l:H,
?Ha clH.

cOQH COQH

Figura 1. Asimilacion del NH;", via glutamina sintetasa-glutamato sintasa (Maldonado, 1993).
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1. En primer lugar, el NHs" es incorporado en una molécula de glutamata formandose glutamina.
X
Dicha reaccién que consume una molécula de ATP, es catalizada por la enzima glutamina

sintetasa (GS):
L-glutamato + NHy~ + ATP = L-Glutamina + ADP + Pi

2. A continuacion la enzima glutamato sintasa (GOGAT: glutamina: 2-oxoglutarato amudo-
ransferasa) cataliza la transferencia reductiva del grupo amido de la glutamina del C-2 del 2-

oxoglutarato, produciéndose dos moléculas de glutamato:
L-Glutamina + 2-oxoglutarato + 2 Fdeeg (0 NADH) — 2 L-Glutamato + 2 Fdox (0 NAD")

En la figura anterior se aprecia que, de las dos moléculas de glutamato formadas en la
segunda reaccion, una de ellas es reciclada para incorporar una nueva molécula de NH,*. La sintesis
neta de una molécula de glutamato mediante la via GS-GOGAT consume un ATP y dos electrones
(Maldonado, 1993).

La glutamina sintetasa (GS) de plantas superiores tienen una masa molecular entre 320 y 360
kDa, y esta constituida por oche subunidades de 38 a 45 kDa. La enzima se presenta bajo diferentes
1soformas que difieren entre si en el tipo o tipos de subunidades que las integran (Maldonado,
1993}. De acuerdo con el mismo autor, en las hojas existen dos isoformas, denominadas GS; y GSa,
que se localizan en el citosol y en los cloroplastos, respectivamente. La funcion de la isoforma GS;
es la asimilacién de NHy™ producido en la reduccion del NOy, asi como la reasimilacién del WH,"
liberade durante la fotorrespiracidn, en tanto que la GS, parece que estd especialmente involucrada
en la sintesis de glutamina en tejidos no fotosinteticos y en hojas senescentes para su posterior

transporte a otros organos de la planta (Maldonado, 1993),
2,45 Empleo de relaciones nitrata:amonio

Existen reportes que indican que es posible obtener mayores producciones cuando ambas

fuentes nitrogenadas se suministran en relaciones N-NO3:N-NH; adecuadas (Hageman, 1992). Osaki
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et al. (1995), al evaluar el efecto de N-NO3, N-NH4 y N-NHNO; en papa (Solanum tuberosum L.),
reportaron que el tatal de matena seca (g) de plantas a los 57 dias depues de la plantacion fue en el
orden N-NH4NO+ (36.7) > N-NH,4 (32.8) > N-NOj (30.9). De acuerdo con Sandoval (1991), en el
cultivo del trigo, es posible obtener una mayor produccion de grano y de materia seca cuando se
emplea NH:" en relaciones menotes o iguales a 50% de la cantidad de N que cuando la planta es
suministrada exclusivamente con NO;". Una respuesta similar ha sido reportada por Jingquan y
Dewei (1938) en plantas de tomate.

También existen reportes sobre los efectos de N-NO; y N-NH,, solos ¢ en combipacién, y ha
sido bien documentado que una proporcidn optima de NHs:NO; favorece el crecimiento de la planta de
tomate, mienlr4s que una absorcion y acumulacion excesivas de NHy puede causar toxicidad,

evidenciada por una concentracion baja de Ca y Mg en el tejido de la planta (Jingquan y Dewei, 1988).

QOtros resultados obtenidos de un trabajo en pléantulas de maiz, indicaron (Botella ef al.,
1993) que el crecimiento de la planta fue poco alectade por las relaciones NHa:NO;, aunque se
observd un crecimiento ligeramente mayor cuando ambas formas aitrogenadas estuvieron presentes
en la solucién nutritiva, que cuando el NH:™ u ¢l NOj estuvieron como fuentes de N individuales;
asimismo, los autores reportaron que el cuntenidc de proteina en el tallo se redujo fuertemente
cuando el NOs estuvo presente en una alta proporcion como fuente de IN, registrandose los valores
mas bajos cuando el N se suministrd totalmente como NO53', en tanto que la actividad de la nitrato
reductasa, localizada principalmente en la parte aérea, tuvo un comportamiento inverso puesto que

se incrementé conforme la concentracion de NQOy en la solucién fue mayor.
2.5 El Metabolismo Fotosintético en Plantas del Género Opuntia
2.5.1 Las sendas fotosintéticas
La vida de la planta en una forma u otz se le puede localizar en todos los ambientes

naturales que existen en la tierra. Considerando las restricciones impuestas por diferentes habitats

como la tundra 4rtica, €l extremoso desierto y la sombreada y himeda selva trapical, en todos ellos
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existe una gran diversidad de plantas con la habilidad de sobrevivir y reproducirse, debido a que
ellas son en si mismas funcionalmente diferentes y genéticamente adaptadas a las condiciones que
prevalecen en sus respectivos habitats. Segin Bjdrkman y Berry (1973) muchas de sus adaptaciones
evolutivas estan sutilmente relacionadas a las interacciones de las plantas con varios componentes
del ambiente bioldgico, agregando que otras adaptaciones evolutivas estan relacionadas a4 aspectos

del ambiente tisico, tales como temperatura, suministro de agua ¢ intensidad de luz.

Estas adaptaciones involucran varios procesos del crecimiento de la planta, considerandose
la fotosintesis como €l proceso fundamental. La tasa de algunas reacciones fotosintéticas dependen
de la intensidad y calidad de luz, las tasas de otras reacciones son principalmente influenciadas por
temperaturd, y las razones de otras se relacionan a la cantidad de CO; en el aire. Como un resultado
del proceso total de la fotosintesis, €ste es fuertemente afectado por el ambiente fisico, quizd mds
que cualquier otro proceso del crecimiento, por lo que la productividad de una planta bajo estrés

ambiental depende de su eficiencia fotosintética.

En general, en el reino vegetal se han identificado tres sendas principales del metabolismo
fotosintético (fijacion del CO,): Cs, Co y CAM. De acuerde con Nobel (1988z), las plantas que
presentan estos mecanismos abrea ¥ cierran sus estornas a diferentes tiempos, usan dos diferentes

enzimas para la fijacién inicial del CO; y tienen diferentes patrones en la absorcion neta de COs.

C;. Alrededor del 93% de las 300,000 especies de plantas son Cs3, y usan la senda
fotosintética C; para fijar carbono. Esta senda es denominada con frecuencia Ciclo de Calvin. En las
plantas C;, las moléculas de CO; reaccionan cun la ribulesa 1, 5 difosfato; esta reaccion es
catalizada por la enzima Ribulasa 1, 5 difosfato carboxilasa - oxigenasa (Rubisco) formando el
primer producto estable de 3 carbonus llamado acido fosfoglicérico (Mengel y Kirkby, 1987 y
Nobel, 1988a).

C4. Datos experimentales para algunas plantas no se ajustan a las predicciones del ciclo de
Calvin. Especificamente, algunas veces los compuestos de cuatro carbonos, malato y aspartato

fueron entre los primeras compuestos radiactivos praducidos en la luz. Estos productos se forman
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en las plantas C4 con el uso de la senda denominada de esa forma, C4. Sélo alrededor del 1% de
todas las plantas usan la senda Cs4, aunque se incluyen especies de importancia agronémica como el
maiz, sorgo y la cafia de azticar. La enzima responsable de la fijacion inicial de CQ; en la senda Cy

es la PEPCasa (fosfoenolpiruvato carboxilaza), que cataliza la siguiente reaccion:

HCO;~+ PEP — oxaloacetato

Donde PEP es ¢l fosfoenclpiruvato, un compuesto de tres carbonos y ¢l oxalacetato contiene

cuatro atomos de carbono. El oxaloacetato s¢ convierte en unos segundos a malato o a aspartato.

CAM. La tercer senda involucrada en la fijacion del CO; en plantas, es la senda CAM (el
metabolismo de los dcidos dicarboxilicos de las crasulaceas), la cual se presenta en alrededor de 6%
de las especies vegetales. Segin Salisbury y Ross (1994) el metabolismo CAM se ha encontrado en
cientos de especies en 26 familias (incluyendo las bien conocidas Cactaceae, Orchidaceae,
Bromilaceae, Liliaceae y Euphorbiaceae). Por su parte Nobel (1994) indico que las plantas CAM
incluyen a la agronémicamente importante pifia, suculentas de las dreas aridas y semiaridas y las
epifitas tropicales, que viven sin parasitar sobre otras plantas, como la hacen la mayoria de las
orquideas. Esta senda, que incluye aspectas de las dos sendas C; y C4, mencionadas, ocurre en
magueyes v en alrededor del 98% de los cactus (todos excepto las especies con hoja en el género

Pereskia y en otros pocos génergs).

En cuanto al proceso evolutivo, algunos estudios, utilizando "*C, han brindado evidencias
(estudio de fosiles) que sugieren que en tiempos prunitivos las plantas asimilaban el CO; casi
exclusivamente por fotosintesis C,, revelando ademas que las plantas CAM fueron relativamente
inexistentes y aun en la actualidad tienen solo una contribucién significativa en la flora de regiones
aridas (Osmond, 1978). De hecho los datos taxondmicos y paleobotanicos actuales siguen
ofreciendo pocas revelaciones dentro de los origenes y significancia funcional del CAM, por lo se
que puede considerar que la distribucion geogréfica actual es mucho mas til para ayudar a entender
tales cuestiones. Sobre estas bases se sabe que las plantas CAM son relativamente mds abundantes

en los ambientes mas anidos; ellas comprenden €] 25 % de la cubierta vegetal en ¢l desierto de Chile
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y Baja California, ocupando los sitios mds aridos capaces de sostener plantas superiores (Osmond,
1978).

2.5.2 El proceso de absorcion de CO; por las plantas del género Opuntia

La toma de CO; por las plantas CAM se da principalmente durante la noche, y el CO;
tomado se fija inicialmente por 1a PEPCasa en ¢l citosol de las células del clorénquima (Figura 2).
El malata resultante u otro 4cido orgédnico de cuatrg carbonos, es transportado a una vactoela central
grande. Las vacuolas son cavidades que ocupan, algunas veces, cuando menos 90% del volimen
celular y generalmente contienen agua y pequciias cantidades de solutos. El transporte de malato a la
vactola durante la nache, es un proceso que requiere energia, que conduce progresivamente a un

nivel mas acido durante la noche en las plantas CAM (Ting, 1985 y Nobel, 1988a y 1994).

Al iniciarse el alba del dia siguiente, la luz estimula la senda fotosintética Cy (Figura 2) en
los cloroplastos de las plantas CAM, al igual que ocurre en las plantas C; y Cq. Cerca del medidia
los estomas de los tallos de los cactus se cierran y el intercambio gaseoso con el ambiente se
suspende o es muy bajo, debido solo al intercambio a través de la cuticula, asi el intercambio es
comunmente negativo (hacia afuera) indicando que el nivel de CO; es entonces mas alto en ¢l
clorenquima que en la atmdsfera (Nobel, 1988a); Este nivel alto de CO; en e] clorenquima refleja la
descarboxilacion continua de malato (Ting, 1985). De esta manera, la fuente sustantiva de CO; para
las plantas CAM durante el dia proviene de la descarboxilacion del malato y de otros éacidos

organicos quc se acumulan en las vaciolas durante la noche previa.

Este malato acumulado se difunde hacia afuera de la vactola durante el dia, y el CO;
liberado intcrmarnente por descarboxilacion, es fijado por la enzima Rubisco en los cloroplastos, lo
que conduce a los productos fotosintéticos. A medida que continia la fotosintesis, se difunde mas
malato de las vacuolas que se descarboxila, y provee CQ; adicional a la Rubisco. En un periodo de
horas, la acidez del clorénquima disminuye y los productos fotosiatéticos se acumulan. Debido a
que estos procesos na requieren de CO; adicional de la atmdsfera, los estomas de plantas CAM

pueden permanecer cerrados durante ¢l dia (Nobel, 1988a).
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Figura. 2 Resumen de ciertos eventos bioquimicos mas probables a ocutrir en agaves y cactus.
Lus ciclos bioquimicos o procesos son indicados en ¢ajas y las enzimas involucradas

son indicadas en cursivas. Adaptado de: Nabel (1938 a).
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Las temperaturas diurnas mads altas conducirian a una mayor pérdida de agua a través de los
estomas abiertos, respecto a la que se da en la noche. Asi, la apertura estomdtica nocturna y su cierre
durante el dia es crucial para la conservacion de agua por las plantas CAM, por lo que de acuerdo
con Ting (1985) es incuestionable que la senda CAM es una secuencia metabolica relacionada con

la adaptacion al ambiente arido.

Salisbury y Ross (1994) indicaron que aun cuando la capacidad de una planta de realizar el
metabolismo CAM estd genéticamente determinada, su control también es ambiental. Ortiz (1995)
hizo referencia de los reportes de varios autores, indicando que existen evidencias actuales respecto
a las plantas CAM que sugieren que €stas tienen un sistema metabolico flexible, cuya operacién es
muy sensible a parametros ambientales como fotoperiodo, termoperiodo, concentracion de CO; y
0O,, humedad del suelo, salinidad y humedad relativa. Dentro de estos factares fisicos, Nobel
(1938b) seiialo que el estatus del agua del suelo, temperatura y radiacion folosintéticamente activa

son los de mayor influencia en la absorcion neta de CO4.

Ting (1985), identifica dos modalidades principales para ¢l metabulismo CAM: “CAM
ciclica” (“CAM-~cycling”) y “CAM reducida” (“CAM-idling™).

La primera, “CAM ciclica”, es caractenizads por cambiar parcial o totalmente su patrén o
modelo de absorcion de CO; durante el dia, este mecanismo se presenta cuando las plantas CAM
tienen un buen suministro de agua; casi siempre las plantas CAM son plantas C; facultativas,
cambian hacia una mayor tasa de fijacidn de CO,, mediante una senda fotosintética tipo C; después
de una lluvia con luz diuma o cuando las temperaturas son elevadas, en tal caso los estomas
permanecen abiertas por un tiempo mayor durante la horas con luz (Salisbury y Ross, 1994),
considerando que este proceso de cambio de metabolismo sugiete que la evalucion hacia el CAM es

inducido sdlo por estrés hidrico.

Las “CAM reducida™ a su vez, se caracterizan por ¢l cierre campleto de estornas durante el
dia y noche, con reciclamiento interno de CO, obtenido de la respiracion, para cvitar la pérdida de

agua par transpiracion, siendo un mecanismo registrado cuaando existe un estrés hidrico severo
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(Ting, 1985). En relacion a este tipo de plantas, Salisbury y Ross (1994) sostuvieron que algunas
especies (en especial cactus) pueden permanecer en condiciones de sequia, con los estomas
cerrados por semanas, sin ganar ni perder mucho CO;, aunque aun haciendo uso de cierta energia
luminosa para fotofosforilar durante las horas luz. Osmond (1978) ubicé las especies del género
Opuntia como plantas CAM obligadas o tipicas, lo cual se fundamenta en que este tipo de plantas

no cambian su metabolismo fotosintético en respuesta a la aplicacion de agua de lluvia ¢ de riego.
2.5.3 Acumulacion Nocturna de Acida

Para avudar a entender porque |a absorcion nocturna de CO, y los cambios de acidez del
tejido estdn estrechamente relacionados, se puede requerir a la consideracién de la estructura
quimica del malato y su estequiometria de su participacion en las reacciones quimicas de las plantas

CAM.

Tales reacciones se pueden resumir como sigue (Nobel, 1988a):

COCH COOH coo ~
| | |
HsPO's ?OOH Yk |=0 o) HIGIOH HCOH
|
3 [CH20] —W’ ?lOPO!Hz T’ CI:Hz —\¢ CHjp ———— CHy + 2H"
|
HaPOu4 |
H0 M ch, ) COOH COOH cao ~
12 '"°.f(‘;;”"°’° FEP Acido Acido Malato
gf‘:'m' nyu oxaloacélico  Malico
glucageno

o en forma simplificada:

'» mondmero glucégeno + CO; — malato + 2H™
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Esta ecuaci6n indica claramente que por cada molécula de CO; fijada por una planta CAM
se produce una molécula de malato y se liberan dos iones de hidrogeno. El incremento masivo de
malato y otros 4cidos otgdnicos durante la noche es acompanado por incrementos de H" y por tanto
una reduccion del pH del tejido (Nobel, 1988a).

Mds util que la medicién de la reduccién del pH que ocurre en la noche es la informacion
que se puede obtener igualando ¢! pH a un valor especifico por titulacion con una base, tales como
el KOH o ¢l NaOH. La utilidad de conacer la acumulacion nocturna de acido, es que su medicion al
amanecer y al atardecer pueden indicar el incremento nocturno de malato y por tanto el CQ, fijado
durante la noche, lo cual ha sido estudiado en tallos jdvenes de Opuntia ficus-indica por Nobel
(1988a), Rodriguez y Cantwell (1988), Cantwecll et al. (1991), Cantwell (1991) y Cantwell (1994).

En un trabajo sobre 11 especies de cacticeas, se determind la relacion entre la concentracion
de 10 nutrientes minerales en el clorénquima y la maxima cantidad de acumulacion noctwna de
acido (como indicador de extraccion de CO,;) encontrandose una correlacion positiva y la mayor
significancia entre ¢l nivel mas alto de N ¢n el tejido y el valor mas alto de la agumulacion nocturna

de 4cido para las |1 especies examinadas (Nobel, 1983).

Los resultados de estos trabajos sugieren que un adecuado suministro y contenido de N en
los tejidos fotosintéticos de tales especies conducen a incrementar la absorcién de CO;. Sin
embargo, es claro que los trabajos antes referidos (Nobel, 1983, Nobel y Berry, 1985, Nobel y
Hartsock, 1986 y Nobel et al., 1987) tuvieron un enfoque tendiente a determinar la concentracién
mineral para su uso como indicador de deficiencia o concentracién ¢ptima para [a productividad de
biomasa y fruta, de ahi la conclusion de que existe un conocimiento pequeiio sobre el papel de los

minerales, sobre todo en los procesos fisiologicos del nopal (Opuntia spp).

2.5.4 Productividad de las plantas CAM

Ademas de la diferencia en la enzima que fija inicialmente el CQ», las tres sendas

fotosintéticas presentan oiras caracieristicas distintivas; ¢n el Cuadro 4 se resume la informacion
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dispounible sobre algunas caracteristicas sobresalientes, tales como la ubicacion celular en que se du
la fipacion del CO., el patrdn de intercambio de CO; para cultivos bajo condiciones Optimas, asi

como las productividades maximas anuales de materia seca de varios grupos de plantas.

Cuadro 4. Toma de CO; por las plantas, caracteristicas de las tes sendas fotosinteticas
(preparado con base en los reportes de Nobel, 1988a; 1994 vy 1995).

Senda  Enzima Ubicacion celular en que Tasa maximade Productividad anual
involucrada se efectua la fijacion. toma neta de (peso seco)
CO,,
(pmol m?s) (tha afio™)

Cs Rubisco Cloruplastos de c¢€luias del 40 35 (anuales) y
clorénquima. 39 (arboles)

C4 PEPCasa Inicia con la PEPCasa ¢n el 50 49 (Cultivos:maiz,
citosol de las células del clorén- SOLEY, canta de
quima, para entregar CO; a los azucar, y varigs
cloroplastos de las células de la pastos).

vaina del haz vascular.

CAM PEPCasa Citosol de las células del 34 45-50
(Noche) clorénquima. (4. mapisaga) (0. ficus-indica
El malato resultante es Q. amyclea)
transportado a una gran vacuula 20
central. (O ficus-ndica) 35
(Otras CAM)
Rubisco Cloroplastos  de  células  del
(dia) clorénquima,

Cuando se pone atencion al espaciamiento adecuado y otras practicas de munejo
(disponibilidad de hwnedad, indice térmico, etc), la productividad anual de alguna plantas CAM
puede ser extraordinaniamente alta. La productividad anual de O. ficus-indica, en Coahuila, Mexico,
puede promediar hasta 40 t de matena seca ha" afio” y cerca de Santiago de Chile y en Milpa Alta,
México pueden aun producir 50 t de materia seca ha' afic™. Estas productividades se abtuvieron

cuando el espaciamiento y la disponibilidad de agua estuvieron cerca del dptimo, encontrandase
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entonces que ¢l peso seco fue tnicamente el 7% del peso fresco para Q. ficus-indica, por lo yue su

productividad en peso [resco fue de cerca de 700 ¢ hal afio™ (Nobel, 1994 y 1995),

Las productividades anteriores pueden explicarse si se parte del reconocimiento que estas
plantas tienen una eficiencia de uso del agua de alrededor de seis y tres veces mayor yue la
comrespondiente a las plantas Cy y Cy, respectivamente (Nobel, 1994), de ahi que este concepiu de
eficiencia de uso de agua tambi¢n juega un papel imporiante en la evaluacién de la productividad

para regiones donde la disponibilidad de bumedad en el suelo limita ¢l crecimiento.
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3 MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se desarrolld ¢n las instalaciones de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, sita en Marin, N. L., y en las Areas de Mangjo de Agua y
Suelos Salinos y de Nutricion Vegetal, de los Programas de Hidrociencias y Edafologia,
respectivamente, del Colegio de Postgruduados.

El estudio comprendio dos experunentos secuenciados. A cuntinuacidn se describen por

separado los materiales y métodos especificos empleados en cada ung de éllos

3.1 Experimento 1

El objetivo de este cxperimento tue estudiar la cinética de absorcion del nitrdgenc en funcion
de la fuente nittogenada al aedio autritivo, Adicionalmente, s¢ deterniind la produccion de materia

secd de raices y tallos y se midicron los cambivus registrados del pH de las soluciones nutritivas.,
3.1.1 Tratamientos

Con base en ¢l objetivo postulado, los tratamicntos evaluados fueran: t, = N-NOy y 1, =N-
NH4, como fuentes de nitrogeno. Por consiguiente ¢l experimento se discid para cvaluar dos fuentes
de nitrégeno. Se empled un disefio experimental de bloques al azar, con siete repeticiones. La
unidad expenimental estuvo representada por una planta.
3.1.2 Material vegetal empleado

El material vegetal ernpleado comesponde a la especie Upuntia ficus-indica (L.) Miller, la cual

puede ser considerada como una forma inerme de la serie Strepracanthae, reportindose que pueden ser

hexaploides (n=66), heptaploides (n=77) u octaploides (n=88) (Scheinvar, 1995).
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Bravo-Hollis (1978) describi a esta especie como plantas arborescenies,de 3 a S m de alto o
mas. Tronco lefioso bien definido de 60 cm a 1.5 m de alturu y 20 a 30 cm de diametro. Articulos
oblangos hasta largamente abovados, de 30 a 60 ¢m de largo y 20 a 40 cm de ancho y 1.9a 2.8 em de
grueso, color verde opaco, integrdh ramas de varos articulos que forman una copa muy ramosa.
Areolas distantes separadas entre si entre 2 a 5 cm, pequeiias, angostamente elipticas de 2 a 4.5 om de
largo, 3 mm de ancho. Espinas casi siempre gusentes, cuando existen sun escasas y pequefias;
gloquidas mas o menos numerosas, amarillas caducas. Flores de 7 a 10 cm de diametro y como de 6 a
8 cm de largo; segmentos exteriores del perianto vvados hasta ampliamente cuneados, abovados,
agudos hasta truncados, enteros mucroaados o denticulados, amarillos con la porcién media rojiza o
verdosa; segmentos interiores del perianto angostamente abovados hasta angostamente cuneados,
truncados hasta redondeados, enteros, mucronados o denmticulados, amarillos hasta anaranjados;
pericarpelo con algunas espinas pequefias, caducas. Fruto oval, de 5 a 10 em de largo yde 4 a 8 cm de

diametro, amarillo, anaranjado, rojo o purpureo, con abundante pulpa carnosa, algo umbilicado.

Sc utilizaron plantas de un afio de edad, las cuales se habian puesto a enrdizar previamente cn
macetas de 25 ecm de didmetro por 25 cm de altura, con drenaje en <l fondo, usando arcna de rio como
medio de soporte (Cuadro 5); para su utilizacion, la arena de rio se paso por una malla de 2 mum y se
lavo usando una solucion acida, a base de acido sulfirico al 0.2%. Las plantas se establecieron en ¢l
mes d¢ junio de 1995 y se mantuvicron por un periodo de ocho mcses, suministrdandoles dos riegos por

sertiana con una solucién nutritiva estandar.

Cuadro 5. Algunas caracteristicas fisicas y quimnicas del sustrato utilizado en este estudio.

Textura (%) CC PMP 1LA. pH CE N K Ca Mg
Arcilla Limo Arena (%) (%) (%) @sm) (%) (mgL') @mgL") (meqL™)
4.9 6.0 900 584 35 227 76 09081 0907 6.4 38.2 190.5

3.1.3 Transplante a los recipientes hidroponicos

Las plantas enraizadas, se extrajeron mediante lavado con agua corriente de manera de no

lastimar la raiz, la cual se lavd ademas con agua destilada, y finalmente fueron transfendas el 12 de

36



marzo de 1996 a contenedores de plastico con soluciones nutritivas aireadas, cuyo pH se ajustd a
5.8. Las cubiertas de los contenedores se acondicionaron a fin de dar cabida a [as plantas, los cortes
se ajustaron con hule espuma para una mejor posicion de los cladodios y evitar en lo posible
pérdidas de solucion por evaporacion; la aireacidn de estos recipientes, fue asegurada por medio de
aire a baja presion (bomba de pecera), utilizando para su distribucion mangueras de 5 mm de
diametro, en cuyo extremo se les afadid una reduccion (filtro o capilar), con el objeto de lograr una
distribucién mas uniforme del aire. Asimésmo a cada tapa se le hicieron das orificios, uno para la

toma de muestras y reposicién de solucidn y otro para el acceso de las mangueras conductoras.
3.1.4 Acondicionamiento del material vegetal

Las plantas se mantuvieron por un periodo de diez dias con una solucidn nutritiva al 50 % de
la concentracion definida (tal y como se describe en el apattado 3.1.5). Posteriormente, la solucidn
nutritiva se volvid a cambiar por otra con un 50 % dc la concentracién pero sin N, manteniéndolas
en esta condicién durante otro periodo de 10 dias con el proposito de incrementar la tasa de
absorcion de N. Después de este tiempo, se suministrd la selucion nutritiva completa, cuya

composicion estuvo cn funcidn del compueste quimico utilizado como fuente de nittageno.
3.1.5 Preparacion de as soluciones nutritivas

La composicion quimica completa de la solucion nutritiva utilizada fue: N (150 mg L™ ), P
(40mg L), K (225 mg L"), Ca (210 mg L"), Mg (40 mg L™"), Fe (12 mg L"), Mn (2 mg L"), Cu
(0.0l mg L"), Zn (0.25 mg L"), Mo (0.05 mg L") y B (0.6 mg L"), la cual ha sido utilizada cn
trabajos antenores con resultados favorables en plantas de nopal creciendo en condiciones de
ludroponia (Calderon, 1995). Se prepararon dos soluciones nutritivas a partir del sutrunistro de los

dos diferentes compuestos como fuentes de nitrogeno: Ca(NO3).4H20 y (NHa) SO4.

Para la preparacion de las soluciones nutritivas se ulilicaron sales grado reactivo y agua

bidestilada, en la forma siguiente: en recipientes de plastico, con capacidad para 100 L, se
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adicivnaron aproximadamente 80 L de agua, y luego las sales previamente diluidas a un litro,
agregandose en el orden siguiente KH;PQ,;, MgSO47H;0, Ca(NO:»L4H,0, KNO;, los
micronutrimentos (a partir de una solucion patron) y el Fe. Por altimo se completd el volumen de
100 L y se ajusto el pH de las soluciones a 5.8. La composicion y concentracion de las soluciones se

presentan en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Composicion de las dos soluciones nutritivas de acuerdo a las fuentes nitrogenudas
utilizadas en el experimento 1.

CONC. Fuente Cantidad Requerida {g. 100 L)
ELEM. (ppm) (Comp. quimica) Tratamiento

N-NO4 N-NH,4
N 150  KNO3 2163 e
Ca(NO3).4H,0 123.9 et
(NH4):S04 a——— 70.809

P 40 KH; PO4 17.56 17.56
K 225 K;SO4 37.056 38.923
Ca 210 CaCh2H,0 e 58.153
Mg 40 MgS80,.7H,0 41.078 41.078

g para preparar 1000 L de solucion patron

B 0.6 H;BO; 3.4320 34320
Mn 20  MnSO44H,O 0.6091 0.6091
Zn 02  ZnSQ.. 710 0.8794 0.8794
Cu 0.1  CuS045H;0 0.3929 0.3929
Mo 005 (NHi)sMo7024.4H;0 0.0920 0.0920
Fe 5.0  Maxiquel Fe 930* 71.42 71.42

* £l Fe se aplicd en forma de EDTA con 7% de Fe

Cuando an experimento disefiado para comparar la nutricién con NHy* y NOy', se realiza bajo
condiciones no estériles de suelo; con seguridad el NHs', es convertido a NQj". Atendiendo este
problema se considerd pertinente prevenir su ocurrencia ¢n las soluciones empleadas, de manera que
aun cuando se usé agua deionizada, antes de diluirse el (INHy), SOs se aplico el inhibidor de la
nitrificacion N-SERVE 24 a razén de 2 % peso/peso con base en N-NH, suministrado.
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3.1.6 Disefiv experimental

Los datos obtenidos en el trabajo de campo se analizaron bajo las siguientes hipétesis estadisticas

Ho: t,=1; vs. Ha: 1, # 1.

Ll modelo matematico del disefio experimental empleado €s ¢l siguiente:

Yy=wFu+h +Ey (1)
i=1,2
j=1.2,..7

Dénde: v = Respuesta en la j-esima unidad experunental con ¢l tratamiento i-ésimo.

p = efecto verdadero de la mediu general.

7, = efecto del i-¢simo tratamiento

B, = efecto del j-¢simo bloque.

E'ij = erior experumental.
3.1.7 Muestreos

La solucion nutritiva de cada contenedor se muestred (25 ml) a intervalos de cinco dias, es
decir a los 3, 10, 15, y 20 dias después del establecimiento (DDDE); as{ mismg se determind
diariamente los cambios en el pH, asi como la temperatura de la solucion, utilizando para ello un
potenciometro modelo 230A y un sisterna de termapares, tespectivamente. La determinacion de N-
NO; se huzo mediante ¢l método para el analisis de agua y aguas residuales propucsto por Clesceri et
al (1989), utilizando un espectrofotometro modclo 690, para lo cual se obtuvo previamente una
curva de calibracién con una R? de 0.9935 (Cuadro A-1). Para el N-NH, se determiné mediante el
método Kjeldahl. La velocidad de absorcion de las iones s¢ estimé por el método de agotamiento
empleado pur Olivares (1987), a partir del cual se construyeron las curvas de absorcidn para cada

lon respectivo.
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En la etapa final del ensayo se realizé un muestreo destructivo a fin de determinar la cantidad

de materia seca en y por planta, tanto de los brotes producidos (MSB) como de raiz (MSR).
3.1.8 Anailisis estadistico

En todas las variables se realizé andlisis dc varianza (ANVA). En todos los casos la
probabilidad de error tipo I sc establecié en 1 y 5% para la prucba de F y de Tukcy, respectivamente.

El anélisis estadistico se realizé cmplcando el software del Statistical Analysis System (SAS).
3.2 Experimento 2

Los objetivos de este experimento fue estudiar el efecto de diferentes relaciones N-NQ4:N-
NH; en la actividad de las enzimas nitrato reductasa (NR) y Glutanino sintetasa (GS) y evaluar ¢l
efecto de la nutricion nitrica y amomniacal sobre ¢l nivel y acumulacion de nutrimentos y su relacion

con algunos procesos fisioldgicos de plantas de Opuntia ficus-indica (L.) MilL
3.2 Tratamientos y diseiio experimental

Con base en los objetivos postulados, ¢l experimento se diserid para evaluar dos faclores:
Factor A, relaciones N-NO;:N-NH,, presentes en las soluciones nutritivas [1:0 (150 mg L! de N-
NOs:0 mg L' de N-NHy), 2:1 (100:50), L:1 (75:75), [:2 (50:100) y 0:1 (O : 150)), y Factor B,
drgano de la planta [(raiz, cladodio basal y Cladadio en crecimicnto (brotes) ] .
3.2.2 Material genético empleado

Se utilizaron plantas del clon de nopal para verdura (O, ficus-indica L.), obtenidas de una

explotacion comercial en el municipio de San Juan Teotihuacan, Edo. de México despu¢s de dos

meses de su establecimiento en el campo. Las plantas se extrajeron de manera de no mutilar las raices;
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las plantas se lavaron con agua corriente y agua destilada, y fueron transferidas a contenedores de
pléstico con soluciones nutritivas aireadas, segun los tratamientos definidos, cuyo pH se ajusto a

5.8. Las cubiertas de los contenedores s¢ acondicionaron tal como se describié en el experimento 1.

3.2.3 Sistema de cultivo

El sistema de cultivo, el acondiconamiento de las plantas, los niveles y fuentes de
microelementos v la concentracion de las soluciones nutritivas también fueron similares a las
descritas en el caso del experimento 1, difiriendo la composicion de las mismas debido a la
utilizacién de diferentes fuentes nitrogenadas, y a su sumunistro en diferentes proporciones de
acuerdo can los tratamientos evaluados. Las caracteristicas dc las soluciones nutritivas cmpleadas se

presentan en el Cuadro 7, excepto las cantidades de los microelementos, las cuales fueron las

mismas que se utilizaron ¢n el experimento 1 (Cuadro 6).

Cuadro 7. Composicion de las cinco soluciones nutritivas de acuerdo a las relacianes N-NQj :
N-NH, utilizadas cn el experimento 2.

CONC. Fuente Cantidad Requerida (g L)
ELEM.  (ppm) (Comp. quimico) Tratamiento (Relacion N-NQj; : N-NH,)

1:0 24 Lzl R 0:1

N 130 KNO; 0.5413  0.1804 —— e ——

Ca(NQs).4H,0 06214 06214 06214 04143  ——
(INIH4)2804 wvan 02358 03537 04716 0.7075
P 40 NaH; PO,. H;O 0.1782 0.1782 0.1782 0.1782 0.1782
K 225 K304 0.0348 03458 0.5014 05014  0.5014
Ca 210 CaCly 2H,0 03767 03767 03767 03767 03767
CaS0,.2H,0 ——— e - 0.1536 04609
Mg 40 MeSQ,. 7TH,O 0.4055 04055 04055 04055 04055

pH 589 5.84 5.84 S&7 5.85
Conductividad Eléctrica (dSm™) 2.130 2.440 2632  2.830 3.160

Una vez ralizada la mezcla de los reactivos sc ajustd el pH a 5.8 y se midid la conductividad

eléctrica (CE) de cada solucidn, la cual mostré una CE (Cuadro A-2) cercana a los valores de CE-
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umbral reportados por Mass y Hoffman (1977) para cultivos moderadamente seusibles a la
salinidad. Durante la conduccidn del experimento se llevo un registro diario de los cambios del pH,
gjustandolo a 5.8 con el uso d¢ KOH o H;SOy, segun fue ¢l caso. Las soluciones nutritivas se

renovaron semanalmente,
3.2.4 Disedio experimental

Se empleo un disefio expeamental de bloques completos al azag, con cuatro repeticiones y un
arreglo factorial de lratamientos (Cuadro 8). La unidad expenmental estuvo representadd por una

planta,

Cuadro 8.  Disefio de tratamientos (Experimento 2).

Tratamiento Relacidu N-NO3 : N-NHqs  Organo de la plaota
(mgdeNL™)

1 1:0 (150:0) Raiz

2 2:1 (100:50) Raiz

3 1:1 (75:75) Raiz

4 1;2 (50:100) Raiz

5 0:1 (0:150) Raiz

6 [:0 (150:0) Cladodio basal

7 2:1 (100:50) Cladodio basal

8 LI:1 (75:75) Cladodio basal

9 1:2 (50:100) Cladoedio basal

10 0:1 (0:150) Cladodio basal

11 1:0 (150:0) Brotes

12 2:1(100:50) Brotes

13 1:1 (75:73) Brotes

14 1:2 (50:100) Brotes

15 0:1 (0:150) Brotes

El modelo matematico del disefio experimental empleado es el siguiente:
Yu ~H+ ut 0+ 105 + B +E Q)
Donde: Yijx = Respuesta en la j-esima unidad experimental con el tratarmiento i-esimo.

p = efecto verdadero de la media general.
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1~ efecto de la i-¢sima proporcion N-NQj; : N-NH,.
.Oj = Efecto del j-€simo 6rgano.
10;; = Efecto de la interacgitn entre el 1; con el Oj,
Bx = Etfecto del k-ésimo bloque

Ejx = Error experimental.

3.2.5 Variables medidas

A los 21 dias posteriores al establecimiento del experimento se evalud “in vivo”, en los
dilerentes organos de la planta, raiz, cladodio basal y cladudios jovenes (nopalitos), la actividad de
dos de las enzimasg involucradas en la reduccidén asimilatoria del mitrégeno, la nitrato reductasa
(ANR) y la glutamina sintetasa (AGS), ademds se determind el contenido de NQj3', y proteinas, Para
¢ello s¢ tomaron mugstras de tejido vegetal de¢ dichos Organos y se dispusteron en hielo, para
uunediatanente teasladarlas al laboratonio parms el andlisis respectivo, de acuerdo a los

procedimientos siguientes:
3.2,5.1 Medicion de la actividad nitcato reductasa (ANR)

La medicion de la actividad nitrato reductasa se llevé a cabo utilizaando el métodg "in vivo"
empleado y descnto por Peiia (1989). Este metodo consiste en pesar 1.0 g de maleriul vegetal [resco,
¢l cual es cortado en fracciones de aproximadamente 5 mnt® y culocado en pequeiivs frascos de 50
ml que contienen el medio de reaccion, consistente en 10 ml de sylucion amortiguadora de fosfatos
(0.1 M de fosfato de potasio 4 pH 7.3, 1 % v/v de isoprupancl y 0.1 M de KNO;). Los frascos son
calocados enseguida sobre hielo molido dentro de un desecador de vacio, con [a finalidad de extraer
el oxigeno del medio, para lo cual se aplica un vacio equivalente a 40 centibars durante 4 min., al
cabo de los cuales se introduce nitrogena al desecador. Esta operacion de generacion de vacio se
efectia (1 min. de vacio por un | min. de aplicacion de nitrégeno) tres veces a fin de asegurar
condiciones de anaerobiosis. Posteriormente se retira [a tapa dcl desccador tapando los frascos

inmediatarmente con tapones de latex y luego son transferidos a un recipiente incubador (bafio maria)
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donde se permite transcurrir la reaccion durante 20 minutos a 30 °C y 40 oscilaciones por minuto.
Al concluir el tiempo establecido, los frascos se cambian a otro baiio en ebullicion en donde se
mantiensn aproximadamente a 92 °C durante 4 min., para detener [a reaccion, se sacan y se dejan
enfnar a temperatura ambiente, para enseguida realizar ¢l desarrollo del color de los mitritos
formadous, Para esto s¢ toma | ml de alicuota de la muestra, se le agrega 1 ml de N-Nattil-etilen-
diamina-dicloro (0.2% en agua) y 1 ml de sulfanilamida (1% en HCl 1.5 M), la solucidn resultante
s¢ mezcla uniformemente para llevar a cabo la determinacion colonmétrica de NQO;” en un

espectrofatormetro a 540 .

umol NOz b g™ de materia fresca = (A / m)(V / g){(60 / 20) 3)

donde: A= Absorbancia
V= Volumen de extraccion (10 ml)
m = Pendiente curva de calibracion
g = Peso fresco de la muestra (1.0 g)
20 = Minutos de incubacion {min)
60 = minutos dec una hora

3.2.5.2 Actividad de la enzima Glutamina sintetasa (AGS)

El método se basa cn la descripcion original rcalizada por ONeai y Joy (1973) y

modificaciones realizadas por Tirado (citado por Sandoval, 1991).

Extraccion. Se muele en mortero 1.0 g de material vegetal en 5 ml de regulador TRIS-HCI 100 mM

y se filtra con gasa ¢ tela "magitel", todo lo anterior a teruperatura menor o igual a 4 °C.

Medio de reaccién. Se preparan dos tubos para cada ensayo (muestra y testigo). El arden en el que

se adicionan asi como el volumen y concentracion de cada reactivo se enumeran en el Cuadro 8.

Procedimienta. Los tubos con el extracto vegetal y el medio de reaccidn se transficren a un bafio
maria a 30 °C, ahi permanecen por un lapso de 20 a 30 minutos. La reaccion se detiene con 1.5 ml
de una mezcla de reactivos (FeCl; 0.37 M, acido tricloroacético 0.2 M y HCI, .67 M), los tubas son



retirados del bafio maria, después que alcanzan la temperatura ambiente se centrifugan a 2730 g por

diez minutos. El sobrenadante es empleado para realizar lecturas de absorbancia a 540 nm.

Cuadro 9. Reactivos y concentracion para la determinacion de la actividad de la glutamina

sintetasa (AGS).
REACTIVO CONCENTRACION  MUESTRA TESTIGO

mM uL pL
L-glutamato 600 200 200
Clorhidrato de hidroxilamina 45 200 200
MgSQy 450 200 200
Adenin trifosfato 60 200 -—-
Extracto vegetal 100 100
Regulador TRIS-HCI, pH 7.8 100 600 800

Cilculos, La medicion de la actividad de esta enzima se basa en la aparicion del y-glutamil

hidroxamato, el ATP sirve como fuente de energia en la reaccién siguiente (Oaks y Hirel, 1985):

NH; + ATP + Glutamatc — Glutamina + ADP + P
v mol y-glutamil hidroxamato b g" de materia fresca=(A.V.60)/(m.v.g. ¢ (4)

donde: A— Ahsorbancia
V=V¥olumen de extraccion (5 ml)
v = Alicuota de extracto (0.1 ml)
m = 4.05 (constante que representa ¢l valor de la pendiente)
g = Pesa fresco de la muestra (1.0 g)
t = Tiempo de incubacion (muin)
60 = min. de una hora

3.2.5.3 Nitratos

El contenido de nitratos se determind mediante €l meétodo del acido salicilico (Cataldo er al.,

1973), cuyo procedimiento incluye los pasos siguientes:
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v

Preparacidu del extracto. Consiste en pesar 1 g de tejido vegetal fresco, el cual se muele en un

mortero ¥ se humogeniza en 10 ml de solucion butler. Se filtra y los filtrados se centrifugan a

30,000 g por 15 minutys. El sobrenadante se guarda para analisis.

Desarrolle de color. Alicuotas de 0.2 ml del extracto se pipetean en matraces erlemeyer de 50 ml y

se mezclan con 8 ml del reactivo acido salicilico-HSQs. Después de 20 minutos a [a temperatura

ambiente, usando una pipeta automitica s¢ agregan lentarnente 19 ml de NaOH 2 N para elevar el

pH a 12. Las muestras se enfrian a temperatura ambieate y se determina su absorbancia a 510 nm.

Calculos. Empleando la curva de calibracion, que debe ajustarse a pactir de una solucion patran, se

obtienen los célculos y se pueden expresaren pprao p g/ 0.2 ml.

N-NO;=(A/m) (V/g)

donde: N-NO3 = concentracion de nitratos {(ppm)
A = Absorbancia
V = Yolumen de extraccion (10 ml)
m = Valor de la pendiente de la curva de calibracion
g = Peso fresco de la muestra (1.0 g)

o bien
g N-NO;. g de materia fresca= (A /m)(5)(V/¢g)

donde: ug N-NO3 = concentracion de uitratos
A = Absorbancia.
Y = Volumen de extraccion (10 ml)
m = Pendiente (se requiere wansforrar los valores de la curva de
calibracion dc ppm a pg).
g = Peso fresco de [a muestra (1.0 g).
5 — Valor de dilucion.

3.2.5.4 Pruteinas solubles (Lowry, 1951)

()

(6)

La determinacion de proteinas se realizd usando el método “Lowry”, empleado y descrito por

Sandoval (1991), cuyo procedimiento incluye lus pasos siguientes: a) se¢ muele en mortero 1.0 g de



materia fresca en 10 ml de buffer (fosfato de potasio, 0.1 M a pH de 7.4), o cualquier otro medio que
no contenga proteinas; b) se toma L ml de extracto vegetal + | ml de dcido tacloroacetico 20% ( o
10%) para precipitar las proteinas; <) se agita; d) se deja reposar duraate 24 h a 4 °C 0 meuos; €) se
centrifuga durante 5 - 10 nunutos a 5000 a 10090 g (el sobrenadante puede ser utilizado para el
andlisis de NQy, NO7, ureidus, aminoacidos, etc., 0 puede ser desechado), y; finalmente el
sedimento se disuelve en 2 ml de NaOH 1 N {0 0.5 N), se deja reposar dos horas y se toma la

absorbancia a 540 nm.

ug de Prot. = (A /m)2 / v) (Ve / g)(3.2) N

donde: pug de Prot. = ug de Proteinas solubles por gramo de materia fresca.
A = Absorbancia.
m = Valor de la pendiente de la curva de calibracion
2 = ml de NaOH agregados
v = Volumen de alicuota (0.1 ml)
Ve = Yolumen de extraccion (10 ml)
g = Peso fresco de la muestra (1.0 g).
3.2 = Volumen final (0.2 ml de Folin + 2.5 ml mezcla de reactivos + 0.1 muestra + 0.4 de
agua)

3.2.5.5 Anilisis quimico nutrimental de cladodios y raiz

En la etapa final dcl ensayo se realizd un muestreo destructivo a fin de dcterminar el
contenido nutrimental de cladodios (basal y brates) v raiz; se tomd una muestra de la porcion media
del cladodio basal. Las muestras s¢ secaron en una estufa con aire forzado a una temperatura de 65
°C durante 72 horas, se molieron y se analizaron para determinar €l contenido de (elemento/método
de analisis) ntrogeno total (NT/Kjeldahl), ftosforo (P/Vanadato-molibdato), potasio
(K/Flamometria), calcio (Ca/Absurcién atomica) y magnesio (Mg/Absorcion alémica).

3.2.5.6 Acidez titulable, pH y caracteristicas fisicas

Con la finalidad de registrar la acumulacidn nocturna de acido malico (ANA) se midio ¢l pH

y la acidez titulable en tejidos de cladodios javenes (brotes) durante periodos de 4 h durante las 24 h

47



del dia, es decir se tomaron siete lecturas, iniciando a las 12:00 h del 12 de junio de 1997 y
finalizando a las 12:00 h del dia siguiente. Siguiendo el procedimiento propuesto por Woods y
Araund (1976), se maceraron discos, obtenidos con un sacabocados, de tejida de cladodios en 50 ml
de agua destilada; en el jugo colectado s¢ midio el pH con un patenciometro. Después se tomd una
alicuota de 10 ml y se¢ tituld con NaOH 0.01 N y se calculd el % de acido malico de la manera

siguiente:

%Aec. milico = {(G) (N) (meq Ac. milico) (Vol tatal) (100)} / {P. v} (8)

donde: G = ml de NaOH 0.01 N gastados

N = Normalidad del NaOH (0.01)

meq Ac. mdlico=miliequivalentes de dcido mélica (P.M./cargas + del i6n = 0.067)

Vol. total = volumen total de la muestra (50 ml)

P = peso de la muestra (10 g)

v = volumen de la alicuota titulada (10 ml)

Adicionalmente a la determinacion de [a acidez titulable y pH, se midié la densidad del
tejyido de cladodios jovenes, para lo cual se obtuvo el peso fresco y el volumen (por desplazamiente

del agua en una probeta) y se calculé la densidad de la menera siguiente:

D=p/v )

donde: D = Densidad (g. cm™)
p = peso de la muestra(g)

v = volumen de la muestra {cm)

3.2.5.7 Variables microclimdticas y conductancia estomdtica

Con la finalidad de conocer l4 influencia de algunos factores microclimaticos en el patron de
acumulacidn nocturna de dcido mdlice, como indicador del proceso de intercambio y asimilacion del
CQ}; del nopal, se midieron colateralmentc a la determinacién de la acidez titulable, la temperatura y
humedad relativa del interior del invernadero en donde se condujo el experimento, ademas se
tomaron lecturas de la temperatura y la conductancia estomatica de los cladodios en crecimiento,
objetos de este muestreo. (odas estas determinaciones se realizaron usando un sistema portatil de

folosintesis (modelo LI-COR, Lincoln, Nebraska, EE. UU.) utilizandelo como sistema cerrado. Sus
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componentes principales son: a) una cAmara de asimilacidn, b) un analizador de gases en infrarrojo
LI-6250, que mide la concentracion de CO; , y ¢) una consola de control. La temperatura del aire y
del tallo (cladodios), la humedad relativa y la conductancia estomdtica se midieron con [0s sensotes
de la cdmara de asimilacion, la cual cubre de una pulgada cuadrada de superficie foliar, que en el
presente trabajo correspondié a la superficie de los segmentos del tallo o brotes. Las mediciones se
realizaron durante periodos de 4 h durante las 24 h del dia, es decir se tomaron siete lecturas,

iniciando a las 12:00 h del 12 de junio de 1997 y finalizando a las 12:00 h del dia signiente.
3.2.6 Anilisis estadistico

Los analisis estadisticos se vereficaron d¢ acuerdo a las etapas agrupadas en la Figura 3,
Para la realizacién de tales anilisis se empled el software siguiente: STATITICA, el Statistical
Analysis System (SAS) y el Paquete de disefios experimentales FAUANL (Olivares, 1994).

1er Etapa Toma de variables

NS [ Ay

24a Etapa | Camprobacion de supuesias estadisticos hasicaos

1 [ No | Prueba narmalidad | ISi
=2
————-I Transfarmacion ]

Andlisis de varianza, comparacion de medias
3er Etapa ¥ polinomios ortoganales.

Ildent'rﬁcacién de relacionss importanies ]
¥
Vo }
A. Carrelacion

Figura 3. Representacidn esquematica de las etapas en el analisis estadistico.
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4 RESULTADQOS Y DISCUSION

La presentacion de los resultados y la discusién de los mismos, se hace en orden cronalégico

considerando individualmente cada uno de los experimentos realizados.

4.1 Experimento 1

El propdsito de este experimento fue estudiar la dindmica de absorciéon de mitrdgeno en
funcion de la fuente pitrogenada suministrada en el medio nutritivo. Adicionalmente, se determiné
la produccion de materia seca de raices y tallos y se midieron los cambios registrados del pH de las

soluciones nutritivas.

4,1.1 Efecto de la forma nitrogenada sobre la dinamica de la absorcién de nitrégene

Los resultados del experimente (Cuadro 10) brindan evidencias (e = 0.05) de que existid
diferencia significativa en los niveles de absorcion de nitrdgeno en funcion de la fuente nitrogenada
en la solucidn nutritiva. Estas diferencias se mostraron en cada fecha de observacion (Figura 4) y en
la absorcién acumulada, registrindose una mayor absorcidn de nitrGgeno en el tratamiento que

incluyd N-NO; comparado con el que se suministré N-NH,.

Cuadra 10. Comparacion de medias mediante la prueba de Tukey para nitrdgeno absarbido en
diferentes fechas de medicion y matena seca producida por plantas de O ficus-indica en
condiciones de hidropoma.

Fuente Absorcion acumulada de nittogeno (mg L) MSB MSR
Nitrogenada _ SDDDE __ 10DDDE___1SDDDE__ 20 DDDE () (g)
N-NO; 38.457a 83.07a 130,80 a 137.35a 51.75Y a 25.177a

N-NH, 29800 b 6886 b 11168 b 131.54a 41782 b 20833a

Medias con la misma leura no son estadisticamense diterenies aun ¢=0.035.
LDDE — Dias despuds del  cxablesimiento.

Aunque el efecto de la forma nitrogenada sobre el crecimiento de las plantas ha sido objeto

de un gran nimero de estudios (Jingquan y Dewei, 1988, Amancio y Santos, 1992, Cao y Tibbits,
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1994, Griffth y Streeter, 1994 y Osaki er al,, 1995) aun existen fuertes discrepancias en los
resultados, aceptindose que la fuente preferencial depende de la especie de la planta y otras factores
ambientales. Para el caso particular de la planta de nopal, creciendo sobre soluciones nutritivas
aireadas, la mayor absorcion de nitrdgena en forma de N-NQOj, se asocié también con una mayor
cantidad de materia seca de los brates producidas (MSB), siende en promedio un 20 % mayor que
cuando se suministrd N-NH4 (Cuadro 10), observdndose una tendencia similar en materia seca de la

raiz, aunque no se registraron diferencias significativas.

[®-N-NO3 A N-NH4

Nitrégena absorbido ( mg L-')

0 L L L
0 5 10 16 20

Tiempo (DDDE)

Figura4. Dinamica de absorcion de N-NO; y N-NH, en plaatas de Opuntia
ficus-indica (L.) Mill. por periodo de muestreo en condiciones de
hidroponia

Cn la Figura 4 se aprecia una tendeacia clara de la mayor absorcion de nitrdgeno en forma de
N-NQj; sin embargo, se¢ regisird una defleccidn en la absorcion de ambos tipos de wnes ¢n la Gltima
techa de observacion (20 'DDDE}. siendo de mayor magnitud en el cuso del N-NO;. Esta tendencia
podria ser, en cierto modo, debido a que para la dltima fecha se habla consumide aproximadamente el
96 % del N-NQOj suministrado en la solucién nutritiva, lo cual guarda correspondencia con lo reportado
por Siddiqi er al, (1990), Santos ef al. (1992), Sood ef al. (1995} y Lainé y Boucard (1995) quienes
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encontraron que la cinética de la absotcion del nitrogeno es dependiente de la concentracion del
mismo. Con los resultados anteriores se puede sostener que las plantas de nopal, al igual que muchas
especies de plantas (Mengel y Kirkby, 1987 y Hageman, 1992), presentan tasas de absorcién mas altas

y crecen mejor cuando son suministradas con NO5™ que con sales de NHy'.

4.1.2 Cambios en el pH del medio

En la Figura S se presentan las modificaciones del pH de la solucién nutritiva producidas por
las plantas de nopal al ser sometidas a los dos tratamientos de fuemtes nitrogenadas; los cambios
registrados revelan un ligero incremento del pH de la solucidon nutrtiva suministrada con NOj, en
tanto que en ¢l caso del tratamiento a base de NH" la modificacion del pH fue mas marcada
tendiendo a fa baja. El monitoreo del pH se realizo dianiamente durante los 20 dias que se mantuvo ¢l
experimento; sin embargo, Unicamente se grafican los valores de los pruneres cinco DDDE en victud
de que a partir de esa fecha, el pH de la solucion suministrada con NHs' se ajusté diariamente
mediante la adicion de KOH 5 N.

pH de la solucién nutritiva

K

25 | [®N-NO3 #N-NH4 = NNO3(Testigo) + N-Nil¢ (Testigo) |

2 S 1 L o W—
g 1 2 3 4 5
Tiempo (DDDE)

Figura 5. Cambios en el pH de la solucién nutritiva praducidas por
plantas de QOpuntia ficus-indica (L.) Mill. sometidas 4 dos
tratamientos de fuentes nitrogenadas
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Los cambios del pH de la solucidn nutritiva, pueden explicarse a partir del reconocimiento de
que para mantener la electroneutralidad de las células de la planta, la carga total de cationes es nivelada
o igualada a la carga dc aniones; esto es, cuando un cation es absorbido por la raiz, un anién también es
absorbido o un cation es liberado; asi, la absorcion de NH, ™ puede ser acompafiada dc la liberacion de
H", afectando con ¢llo ¢l pH de la vecindad de la raiz. La absorcion del NOs™ es de tipo activo ya que
su transporte al interior de la célula se reduce considerablemente cuando se inhibe la sintesis de ATP,
aceptandose que el NO; es cotransportado con ', con una estequiometria de 2H:1INQ4, lo cual
explica la alcalinizacion del medio externo cuando las plantas absorben NO;~ (Maldonado, 1993). Al
musmo respecto, Salisbury v Ross (1994) establecieron que los incrementos en el pH de la solucion
nutritiva se deben a que Ja absorcion de NO;” se acompaiia de absorcién de H' a excrecién de O para-

marntener €] balance de cargas.

Este tipo de comportamiento a sido documentado con anterioridad por diversos autores
{Marschener, 1986, Nobel, 1988, Peiia, 1989, Hageman, 1992, Cao y Tibbitts, 1994 y Salisbwry y
Ross, 1994}, con lo que se confinma que con el suministro y absorcion de NOj™ se incrementa <l cuvel

del pH del mediv, micntras que con el suministro de NH,' los valores del pH se reducen.

Es importante reportar que se monitored de igual forrna el pH de ambas soluciones nutritivas,
mantenidas en contenedores y en condiciones similares pero sin plantas, encontrdndose al final del
periodo de evaluacion que los valores del pH se mantuvieron practicamente sin cambios respecto a sus
niveles iniciales (Figura 5), sienda del orden de 5.85 en la solucion suminisirada con NO;3"y 5.90 en el
caso del NH,", lo cual evidencia que los cambios en el pH de las soluciones mencionadas se deben a la

actividad de la planta.

La magnitud de la reduccion del pH de la solucién suministrada con N-NH4 puede explicar en
cierta medida la menor produccon de materia seca de tallos y raices de las plantas que crecieron en
dicho tratamiento, puesto que se registraron reduciones de pH por debajo de valores de 4.U, lo cual
guarda correspondencia con lo reportado par Durr (1975) para plantas de Viburnum plicatum creciendo

en un medio con pH de 3.0 - 40 y suminustradas con N-NHy, condiciones que generaron pesus de
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materia fresca de tallos y raices significativamente mas bajos que cuando se mantuvo el pll bajo pero
el N se¢ suministré en forma de N-NO; 0 N-NG; mds N-NH,, o bién que cuando se wtilizé cualquiera

de las mismas combinaciones pero & valores de pii de 7.0 - 8.0.

4.2 Experimento 2

El proposito de este experuncnto fuc estudiar el efecto de diferentes relaciones N-NOJ;:N-
NH; en la actividad de las enzimas nitrato reductasa (NR) y Glutamino sintetasa (GS) y evaluar el
efecto de la nutricion nitrica y amoniacal sobre ¢l pivel y acumulacion de putrimentos y su relacion
con algunos procesos lisioldgicos de plantas de Qpuntia ficus-indica (L.) Mill. Los apalisis de
varianza realizados brindaron gvidencias (p < 0.03) de que existio diferencia significativa por efeclo
tratamientos y por organo de la planta en ANR, AGS, contenidu de proteina soluble y N-NO;
{Cuadro 11). La interaceidn lratamicntos y érgany de la planta fue significativa sélo para ANR.

4.2.1 Actividad de la nitrato reductasa

Cuando se analizg el efecto de tratamientos, los resultados del experimento (Cuadro 11)
brindan evidencias de que existio diferencia altamente significativa (P=0.0001) en la ANR en
funcion de la relacion N-NO3;:N-NH, suministrada en la solucién nutritiva, registrandose los valores
mds altos en la ANR en los tratamientos que incluyeron una mayor proporcion de nitrdgeno en
forma de NO;".

Con la finalidad de conocer la tendencia en la respuesta de la ANR a [as diferentes
proporciones N-NO;:N-NHy, se realizo un andlisis por polinomios ortogonales. El anélisis de
varianza correspondiente, mostrd que Gucamente ¢l efecto lincal fue altamente signilicativo
(P=0.0001), registrdndose una tendencia al incremento de la ANR cunforme ¢l contenido de N-NO;
se incrementd en las proporciones N-NO3:N-NH,4. Del Cuadro 11 se desprende que la ANR fue tres
veces mads alta (328.850 nmol NOz g MF h™') cuando el total de nitrégeno se aplicé en forma de
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NOQs', que cuando el nitrGgeno se suminisiré en forma de NH,' (111.012 nmol NO;° g' MrF bt )i los
tratarnientos intermedios mosiraron una tendencia acorde a la anterior (Figura 6-A), €s decir, ¢n la

medida que la cantidad de N-NO; disminuyd en la solucion nutritiva la ANR fue menor.

Cuadro 11.  Efecto de diferentes proporciones N-NO3:N-NH4 sobre la actividad de las enzimas
NR y UGS y contenido de proteina soluble y nitratos, en raices y tallos de Opuntia
ficus-indica (L.) Mill, en condiciones de invernadero.

TRATAMIENTO ANR AGS PROTEINA N-NO,
_(N-NO; :N-NHy) ()\MNO,g'MFh') uMyGHg'MFbY)  (gg' MI) _ (ueg'MF)
1 (150/0) 328.85 5.92 631 179.04
2 (100/5Q) 293.51 445 7.33 187.92
3 (75/79) 269.04 48] 6.19 194 .58
4 (50/100) 191.56 4.55 8.22 134.60
5 {0/150) 11101 3.90 8131 38.54
Efecto lineal b ¥ i e
Efecto cuadratico NS NS NS i
QORGANQ
Raiz 516.08 a 5.56 a 10.79a 118.96 b
Cladodio basal 93S[ b 474 ab 133 ¢ 162.19a
Brote 116.15 b 38 b 501l b 159.66 a

** Diferencis altamente sipuificativa.
NS=No significativo,
Medias con |la misma letra ng son estadisticamente diferentes a un o =0.05.

Estos resultados corroboran lo reportado por Nerd y Nabel (1995) quienes encontraron que
la ANR ¢n cladodios de Opuntia ficus-indica Jde seis semanas de edad, se incrementO seis veces
cuando la voncentracion del N-NOj en la selucidn nutritiva se aumentd de 0.8 a 4.0 mM (p<0.01) y
mds del doble cuando el nivel del N-NQ; fue de 16 mM (p<0.05). Otros autares han reportado
resultados similares pera en otro tipo de plantas, es el caso de Ayala (1989), quien concluyd que la
ANR en plantas de sorgo aumenté en la medida que sc incrementd la concentracion de NOs ™ en la
solucion nutritiva, en tante que Oaks y Hirel (1985) habian reportado que con ¢l suministro de NOj”

se promueve un incremente tanto en la ANR, como en la cantidad de la proteina (enzima) NR.
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AGS [uM y-GH g-' MF h-")

ANR [nmol NO2- g-' MF h-']

PROTEINA [g g-' MF]
<a

1500 10050 7575 50100  0:150 150/0 10050 7575 501100 /150
RELACION NITRATO-AMONIO [ppm) RELACION NITRATOAMONIO [ppm]

Figura 6 Efecto de la relacion N-NO;:N-NH, sobre la actividad de las enzimas nitrato reductasa
(A), glutamino sintetasa (B), y el contenido de proteina soluble (C) y nitratos (D) en
plantas de nopal (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.) creciendo en soluciones nutritivas
aireadas en condiciones de invernadero.




Ua aspecto sobresaliente relacionado con lo anterior, es que la nitrito reductasa (NiR)
tarnbién es inducible por la concentracion de NO1'; un trabujo reportado por Salisbury y Ross (1994)
s¢ demostréd que al suministrar NO3 a la solucion nutntiva se indujo tanto la NR como la NiR en
hojas de plantas de cebada, concluyendo, no obstante, que el ion activo es €l NOs y que, para ser

funcioual, el NO»™ primerv tieng gque oxidarse a NO3',

En relacion de la ANR en los distintos Organos de la planta, se registraron diferencias
altamente significativas (p=0.0001), es decir los datos del experimento sugieren que al menos une
de los tratamientos evaluados causo una ANR en la raiz, cladodio basal y brotes, diferente a los
demds; asimismo, la intcraccion entre proporciones N-NO::N-NHy y drgano fue altamente
significativa (p=0.0001). Con base en estos resultados, se obtuvieron polinomios ortogonales por -
drgano de la planta (Cuadro 12), encontrando que en la raiz, la respuesta de la ANR a las diferentes
proparciones N-NO3:N-NH; mostr6 una tendencia lineal, en tanto que en el cladodio basal y brotes

no existieron diferencias significativas en el efecto lineal, ni en el efecto cuadratico.

Cuadro 12.  Efecto de diferentes relacicnes N-NO;:N-NH, sobte la actividad de la enzima
nitrato reductasa (MM NO, g'MF h' ) en raices y tallos de Opuntia ficus-indica (L.)
Mill., en condiciones de invernadero.

TRATAMIENTO RAIZ CLADODIO BASAL BROTES
(N-NO; : N-NHy)
1 (150/0) 778.37 178.12 142.42
2 (100/50) 662.9 77.48 140.10
3 (75/75) 609.98 8323 113.70
4 (50/100) 372.23 71.75 130.70
5 {0/150) 222.47 56.98 53.58
Efecto lineal re NS NS
Efecto cuadratico NS NS NS

** Diferencia altamente significativa.

NS=No sigoificutive.
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En la Figura 7-A se aprecia claramente que Ja mayor ANR se registd en la raiz,
abservandose asimismo que ésta disminuyé de manera muy marcada conforme la concentracion del
N-NO; fue menor, mientras que en cladodios basales y cladodios en crecimiento, la ANR fue
aproximadamente cinco veces menar que en la raiz, siendo ligeramente mayor en los brotes que en

¢l cladodio basal.

Los resultados anteriores contrastan con los encontrados por Nerd y Nobel (1995) quienes
teportaron que los sitios de asimilacidn del NO;’ se localizan en las cladodies jovenes en virtud de
que la mayor actividad de la nitrato reductasa se registra en este tipo de drganos. Estas difcrencias
pudieran deberse posiblemente a las caracteristicas de las plantas empleadas y al medio y tiempo de
establecimiento de las mismas; es decir, la edad de las plantas y por tanto el grado de desarrollo de
sus drganos estan relacionados con la absorcidén y asimilacion del nitrégeno. De acuerdo con Pan e¢
al. (1985) la cantidad de tejido de raiz que es activo en ia adquisicion de nitrdgeno y la tasa de
absorc1on por unidad de masa contribuyen a la tasa total de absorcidn de nitrogeno por la planta,

aunque ambos componentes son distintivos géneticos de las especies.

Estos autores, al estudiar la absorcion y distribucion (acumulacion, reduccion y traslocacion)
del nitrato en plantulas de mais, repurtaron que la tasa de absorcion de N-NO; fue
signilicativamente afectada por el genotipo, determinande que del N-NQ; total ubsorbido, el 23-39
% fue reducido, el 28-73 % fue acumulade y el 4-25 % fue translocado a la parte aérea, diferencias
atribuidas a la diferenciacion morfologica y edad o estado de crecimiento de lza raiz, relacionando un
incrernento de la translocacion con una edad mayor de la raiz (Pan er af., 1985). Otra evidencia la
presentaron Dias er al. (1995), quienes midieron la ANR en plantulas de caucho (Hevea brasiliensis
(Muell) Arg.), concluycron que la ANR mads alta se registrd en la raiz cuando las hojas ¢stuvieron
completamente extendidas pero fisiologicamente inmaduras, mientras que la ANR mads alta se

localizé en las hojas cuando éstas estuvieron totalmente extendidas y fisiologicamente maduras.
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ANR (nM NO2. g-* MF h.' )
AGS (M y-GH g-* MF h-')

PROTEINA [g g-' MF]

ORGANO DE LA PLANTA

Figura 7 Actividad de las enzimas nitrato reductasa (A), glutamino sintetasa (B), y el contenido de
proteina soluble (C) y nitratos (D) en raices y tallos de Opuntia ficus-indica (L.) Mill.
creciendo en soluciones nutritivas aireadas en condiciones de invernadero.



La elevada ANR ¢n la raiz detectada en el presente estudio pudiera encontrar explicacion en
los resultados reportados por Agbaria er af. (1996), quienes al estudiar el efecto de la interaccion
raiz-parte aérea sobre [a actividad de las enzimas NR y GS en rosas (Rosa x hybrida cvs. llseta y
Mercedes y Rosa indica), encontraron que en los cultivares Ilseta y Mercedes la ANR se localizé en

las hojas en tanto que la actividad enzimatica se did principalmente en la raiz de Rosa indica.

Los autores del trabajo de referencia hipatetizaron que la elevada ANR en la raiz de R
indica pudo resultar de un nuivel alto de sintesis de enzimas, debido al reducido cambio de la enzima
o de una alta habilidad de factores adiciovales, tales como NADH y NAD(P)H, wnvolucrados en la
regulacion de la actividad de la NR, tal y como lo sugineron Oaks y Hirel (1985). En el caso de
determinacion de la ANR en plantas del genero Opuntia, se dispone como unico antecedente ¢l

trabajo de Nerd y Nobel (1993), de ahi que estas hipdtesis requicrea alui de mas investigacion.

Los valores de |a ANR para ¢l tratamiento en el que ¢stuvo ausente el N-NQOj se deben
considerar altos (111 nM NO, g" MF k' ) puesto que deberia esperarse valores de la ANR cercanos
a cero, tal y como lo reportaron Botelia ef al. (1993) cuando estudiaron el efecto de diferentes
relaciones ¢n la ANR en plantulas de maiz; sin ¢mbargo, aun cuandoe sc adiciond el inhibidor de la
mtrificacion N-SERVE {Nitrapyrin (2-cloro-6-triclorometyl) piridina}, ¢l cual es un producto
quimico que blaquea la oxidacién dcl NH,™ a NO;” por especics de Nitrosemonas, Nitrosocystus y
Nitrosospira, las condiciones bajo las que se condujo el experimento no pueden garantizar las
condiciones de esterilidad para evitar la accion de tales microorganismos, y por tanto con seguridad
los valores encontrados para la ANR se deben a que una parte apreciable del NH,~ suministrado
debid de oxidarse hasta NOs'. Este problema lo conroboraron Engels y Marschner (1993) en plantas
de maiz abastecidus con NH,™ como fuente tnica de N, sin embargo detectarun cuntidades de NQy”
en ¢l xilema, atribuyéndole a que la solucidn nutritiva fue contaminada por micToOrganismos
nitrificantes, aunque los valores del NOs™ fueron mas bajos que los regisirados en el presente

estudio.

64



4.2.2 Actividad de la glutamina siatetasa (AGS)

Cuando se analizd el efecto de tratamientgs, los resultados del experimenty brindan
evidencias a una p = .04 de que existio diferencia significativa en la AGS en funcidn de la relacion
N-NO;:N-NH, suministrla ¢n la solucion ulritiva. El andlisis de varianza de los polinomios
ortogonales confirmé una tendencia lineal (p=0.009) de la respuesta de AGS a las diferentes
proporciones N-NO;:N-NH4 (Cuadra 11}, registrandose los valores mas altos en la AGS en los
tratamientos que incluyerom una mayor proporcién de N en forma de NO;™ (Figura 6-B),

disminuyendo conforme se incrementd la proporcion de NH,' en la solucion autritiva.

Al analizar ¢| comportamiento de estd misma variabie en diferentes organos de la planta
(raices y cladodio basal y brotes) se registraron diferencias significativas (p= 0.006), detectandose
una mayor actividad de la GS en la ralz que ¢n cladodios en crecimiento (brotes), detectiandose que
el cladodio basal presentd una AGS estadisticamente igual a los valores encontrados para raiz y

cladodio en crecimiento (Figura 7-B).

Toda vez que la asimilacion de amonio es considerado como un verdadero proceso
fotositético (Lea, 1988), la mayor actividad de la GS en las raices, debe estar esociada a una alta
degradacion de carbohidratos para generar NADH, indispensable para la enzima NR y ATP para la
enzima GS (Maldonado, 1993). Al respecto Sandoval (1991) estudianda ¢l efecto de cinco
relaciones N-NO3:N-NH,; en la actividad de la GS en plantulas de trigo, argumentd que los
tratamientos con mayor proporcidn de N-NHy deben degradar carbohidrates para abastecer de
esqueletos carbonados para la asimulacion del amonio, de manera que es posible entonces un
descenso en la actividad de la GS pour indisponobilidad de energia (ATP), reportando que este

fendmeno se acentud conforme la planta madurd.

Por otra partc es obvio que en los cladadios en crecimiento la actividad de la GS dependc de
la actividad de la enzima NR, toda vez que el amonio no se transporta por el xilema a las partes
superiores de la planta, lo cual fue cocroborado por Wang ef af. (1993) con el uso del isotopa

“NH,', de manera que los valores mas bajos de la actividad de la NR, y por tanto a la menor
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disponubilidad de N reducide, registrados en los cladodios se asocia también a los menores niveles
de la actividad de la GS.

4.2.3 Contenido de proteinas solubles

De los valores promedio registrados para el contenido de proteinas solubles (Coadro 11 y
Figura 6-C), se desprende que existieron difercncias significativas (p=0.05) por efecto de
tratamientos. El andlisis por polinomios ortogonales mostré que unicamente el efecto lineal fue
altamente significativo (P=0.006), registrandose en un nivel de proteinas 25% mas alto en el
tratamiento en que el N se suministrd exclusivamente como N-NHy, que ¢uando se abastecid como
N-NO;.

En relacion a esta misma vanable se encontraron diferencias altamente significativas
(p=0.0001) para ¢l tipo de organo de la planta, registrandose los valores mas altos en la raiz (Figura
7-C). Este comportamiento puede explicarse a partir del reconocimiento de que el NHy' que es
absorbide por las micorrizas o por las raices de las plantas, puede entrar directamente g Ja siatesis de
aminoacidos, uniénduse rapidamente dentro de las proteinas (Novoa y Loomis, 1981; Lea, 1988 y
Binkley, 1993). La glutamina y el glutamato son los primeros dos aminoé&isas sintetizados durante
el proceso de asimilacion del NH,"; sin embargo, los primeros productos érganicos son sus amidas,
las cuales en opinion de Givan (1979) juegan un papel clave en el proceso de desintoxicacién por
NH," en plantas.

Osaki et al. (1995) al estudiar el papel del NOy y el NIL" en el metabolismo de plantas de
papa (Solanum tuberosum L.) encontraron que la construccion de amidas se did preferencialmente
en el tratamiento con N-NHy. En el mismo seatido, Amancio y Santos (1992) utilizando N
corroboraron los resultados de trabajos previos que habian sugerido que el primer producto drganico
en la asimilacién del amonio es el grupe amida de la glutamina, confiriendole a tales compuestos un

caracter de reserva o translocacion de formas drganicas de N.
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Los resultados anteriores guardan correspondencia con los reportados por Sandoval (1991)
para el contenido de prateinas solubles en raices de trigo; dicho autor encontré que el contenido mas
clevado de éstos compuestos se registrd en los tratamientos abastecidos exclusivamente con N-NH,,
sefialando ademads la ocwrrencia de un efecto de dilucién de la concentracidn de las proteinas con el
tiempo. En el mismo sentido indicaron los resultados de Botella ef al. (1993), quicnes encontraron
que el contenido de proteina en las hojas de planatulas de trigo fue fuertemente reducido a altos
porcentajes de NO3” como fuente de nitrdgeno, teniendose los valores de proteina mds bajos cuando

el NO;™ se sumninistro solo.

4.2.4 Concentracion de nitrato

El analisis de variarnza realizado pare concentracion de N-NQs, brindo evidencias (p=0.0001)
de que al menos una de las relaciones N-NO3:N-NH, ocasioné un contenido de N-NOj; diferente a
los demas. La prueba de polinomios ortogonales (Cuadro 11 y Figura 6-D) confirmd que los efectos
lineal y cuadrdtico fueron altamente signuficativos

Con base en los resultados anteriores, s puede sostener que los mayores valores del
contenido de N-NO; se registraron cuando el N se suministré en una proporcion de 1:1 de N-
NQy:N-NH; (tratamiente 3), lo cual puede explicarse por el hecho de que al suministrar ambas
fuentes nitrogenadas da planta reduce la actividad de la NR (Sandaval, 1991} y se metaboliza
preferenternente el NH,® (Botella er al., 1993), ya que éste no se acumula coama sucedc con el
nitrato (Givan, 1979, Lea, 1988 y Salisburry y Ross, 1994).

Asimismo, el nivel de N-NOj mosteé diferencias significativas entre tipo de organo de la
planta (Figura 7-D), independientemente de la forma nitrogenada suministrada en la solucion
nutritiva, localizdndose los valores mds altos en los cladodios (Cladodio basal y brotes), siendo en
promedia 28% superior que en la miz; esta tendencia o patron en la acumulacidn de N-NO; en las
cladodios basales de plantas de nopal se le puede asociar con la emisién y crecimiento de nuevas

drganos (brotes vegetativos o reproductives). Estos resultados guardan similitud, al mencs de
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manera parcial, con los encontrados por Netd y Nobel (1995) en un trabajo donde probaron el efecto
de 0.8,4.0 y 16 mM de N-NO; sabre el contenido de N-NQ; en diferentes arganos de Opuntia ficus-
indica, reportando que la concentracion de N-NQj en los cladodios fue mayor conforme se

ncrernentd la concentracion de NOy en el medio nutritivo.

Los contenudos més altos de N-NOj, en base a peso fresco, se localizaron en los tallos en
donde se registraron también los valores mas bajos de la ANR. Estos resultados concuerdan con lo
establecido por Agbaria ef al. (1996), quienes reportaron que el nivel mas alto de N-NO; en las
raices de plantas de rosa (Rosa x hybrida) sugind que la mayor actividad enzimatica sucedid en las
hojas; en el presente trabajo se corrobora esta misma tendencia, pero en el sentido verso en cuanto
al tipo de drgano, es decir, los valores mas altos de N-NO; ea los cladodios se asociarun a una

mayer ANR en la raiz.

Resulta de gran importancia considerar que las cacticeas difieren morfolégicamente y
fisioldgicamente de muchas otras plantas, lo cual puede afectar sus relaciones nutrimentales;
especificamente, debido a que su nanuraleza CAM le confiere una alta eficiencia del uso del agua
(masa de CO; fijado / masa de agua transpirada) y a su suculencia, los cactus retienen una fraccién
relativamente grande del agua extraida del suelo, lo cual puede afectar su concentracién interna de
minerales y finalmente el reciclaje de éstos (Beery y Nobel, 1985 y Nobel, 1988a). Asi, la mayor
acumulacién de N-NQj en el tallo, tanto en cladodio basal como en los cladodios en crecimiento,
sugiere que tales concentraciones elevadas pudieran deberse a la presencia de N-NO; que fue
absorbido con anterioridad y a la baja acividad de la NR ocurrida en la parte aérea de las plantas ya
que las altas concentraciones al momento del muestreo no son explicadas por las cantidades
suministradas, absorbidas y acurnuladas en los tallos durante el experimento, pues de otra manera

las concentraciones deberian ser acordes a las cantidades de NO;” suministrado en los tratamientos.
En el caso de la raiz, se encontrd una correlacidn significativa y positiva (r=0.543, P=0.016)

entre la concentracion de N-NQ; y la actividad de la NR, lo que resulta ldgico toda vez que ambos

son dependicates de la concentracion de N-NOj en ¢l medio externo. Por otra parte resulta también
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importante anotar que la mayoria de las ralces se generaron y desarrollaron durante €} tiempo que
duté el experimento, de manera que afin cuando la raiz puede servir tambien comeo drgano de
alamcenarniento, se pucde establecer que el contenido de N-NO; se explica principalmente por la
absorcion debida a cada uno de los tratamientos (ver Figura 7-D), de manera tal que la
concentracion de WN-NOQ, fue superior en 90, 902, 3944 y 89.9 % en los tratamientos que
involucraron diferentes concentraciones de N-NQ; en su formulacién (tratamientos 1, 2, 3 y 4,

respectivamente) con respecto al tratamiento (5) abastecido exclusibamente con N-NH,.

4.2.5 Condicion nutrimental

Los andlisis de varianza realizados indiacaron que las diferentes proporciones N-NO;:N-NH,4
causaron un efecto similar (p=0.05) sobre la concentracion de N, P, K, Cay Mg en ¢l tejido, lo que
quiere decir que la condicion nutrimental de la planta de nopal no se vié influenciada por el
swninistro de diferentes proporciones de las fuentes nitrogenadas probadas (Cuadro 13); sin
embargo, al analizar ¢l contenide de los mismos en diferentes drganos de la planta, se detectaron
diferencias altamente significativas (p=0.0001). La interaccion entre proporciones N-NO3;:N-NH; y
6rganus de la planta fue significativa (p=0.03) tnicamente para K.

Cuadro 13.  Efecto de diferentes proporcianes N-NO3:N-NHy sobre la concentracion de N, P,
K, Ca y Mg ea el tejido vegetal de Opuntia ficus-indica (L.) Mill,, creciendo en
condiciones de invernadero.

TRATAMIENTO N P K Ca Mg

(N-NO,:N-NHy) (%) (o) (%) (*4) (6)
1 (150/0) 2.15a 0.383a 13la 0.34a 027a
2 (100/50) 202a 0462 15la 0.41a 0.33a
3 (75/75) 20la 0.46a 1442 0.34a 0.36a
4 (50/100) 1.81a 0.55a 1542 0.36a 0.37a
5_(0/150) 208a 0.53a 1.64a 0352 030a

Meadias con la misma letra na Som estadisticamente difereates a an « =90.05.
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En virtud de los resultados obtenidos, el no rechazo de la hipdiesis nula de igualdad de
efecta de tratamientos, ¥ en un intento de aportar informacion sobre uno de los temas sobre los que
se dispone de escasa informacion, se creyd pertinente realizar una caractenizacién nutrimental, es

decir, describir los patrones caracteristicos de cada uno de los macronutrimentos evaluados.

Para tal propdsito, se partié de considerar los resultados de la prueba de medias (Cuadro 14),
a partir de los cuales se obtuvieron valores promedio de los contenidos de los macroclementos en los
cladodios (cladadio basal y brotes); el hecho de haber procedido de esta manera fue con el fin de
estar en la posibilidad de comparar los valores reportados en trabajos de investigacion antecedentes,

en los que las concentraciones se han determinado cn este tipo de drganos.

Cuadro 14. Niveles promedio de clementos en diferentes drganos de plantas de Opuntia ficus-
indica (L.) Mill. creciendo en soluciones nutritivas aireadas.

ELEMENTO RAIZ CLADODIO BROTES PROMLDIO EN
BASAL CLADODICS
N (%) 191 b .37 & 2.76 a 2.06
P (%) 0.53 a 025 b (.65 a 045
K (%) L1l b 1287k 211 a 1.68
Ca (%) 016 ¢ 063 a 029 b 0.46
Mg (%0) 042 a 0.32 ab 023 b 0.27

Medias por hilerss con la misma letra no son e¢stadisticamente diferentes a un < =0.08§,

Los resultados del analisis nutrimental de difcrentes drganos de la planta de nopal indicaron
que independientemente del tipo y propotcion de [a fuente nitrogenada, [a concentracionde N, Py K
fue alrededur del doble en brotes que ea cladodios de mas de un ailo de edad y raiz, aunque ¢l nivel
de K en los brotes y raices fue muy similar (Cuadro 14), muentras que ¢l Ca y el Mg tuvieron un
patron de distribucion opuesto, es decir las concentraciones mas bajas se registraron en los cladodios

ovenes.



En general, el comportamienta del N, P, K reflejan diferencias de movilidad con respecto al
Ca y con ello de translocacion dentro de la planta, en respuesta a la demanda de drganos jovenes en
desarrollo (Mengel y Krkby, 1987 y Rodriguez, 1996.), aunque la menor concentracitn observada
de N, P y K en los cladodios basales pucde atribuirse también a que son cladodios en produccidn, el
nivel de éstos estd relacionado con la demanda de nutrimentos por parte de los organos en
crecimiento, o bien a que los ritmos abservados para estos tres clementos en tallos (cladodios)
jovenes aparentemente estin reiacionados con una mayor actividad metabolica (Lopez et al., 1988);
estos valores concuerdan con los resultados de estudios antecedentes (Nobel, 1983, Lopez, 1988,
Lopez et al., 1990, Lara et al., 1990 y Esteban y Gallardo, 1994).

4.2.5.1 Nitrogeno

La mayor concentracion de N se localizd en cladedios jovenes, siendo superior en 50.4 y
28.6 % al promedio del nivel de N en cladodios de un afic de edad y raiz, respectivamente (Cuadro
14). La menor concentracidn abservada de N en los cladodios basales puede atnbuirse también a que
son cladodios en produccion y el nivel de N en éstos, estd relacionado con la demanda de N por
parte de los drganos en crecimiento, ya que durante este periodo son abastecidos por las reservas de
la planta (Caleto, 1989). Estos resultados, tambiéa son explicables a partir del reconocimienta que
dentro de los factores que afectan la composicién nutrimental en las plantas, destaca la edad y tipo

de tejido (Nobel, 1983, Lopez, 1988, Lara et al., 1990 y Esteban y Gallardo, 1994)

Ademas de existir diferencias por el tipo y edad del tejido, existen otros reportes que han
demostrado que Jas diferencias en la concentracion de N también se localizan por secciones de los

cladodios o bien se deben a la variacion en el tiemapo (Lopez, 1988 y Lara et al., 1990).

Sobre el primer caso, Lapez (1988) reportd que en particular los contenidos de N
evidenciaron una acumulacion diferencial en secciones transversales identificindose un gradiente
ascendente en las secciones tnedias y terminal, cuyoes contenidos fueron de 0.793 y 0.863 %,

respectivamente. En el caso particular del trabajo de referencia, las mayores concentraciones en las
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secciones terminales, de acuerdo con el autor, se debieron a que el muestreo coincidid con el
desarrollo de yemas, arguyendo una intensa translocacidn de N hacia las yemas florales. Por su parte
Esteban y Gallardo (1994) estudiando dos poblaciones de Opuntia ficus-indica en Espaiia,
encontraron que las mayores concentraciones de N, P y K ocurrieron en los meses de invierno y las
mds bajas en el verano, atribuyendo lo aaterior a una posible migracion de estos elementos de los
tejidos de reserva (raiz o cladodios viejos) a cladodios jOvenes com mayores requenimientos
metabdlicos debida al crecimiento de éstos o al desarrollo de frutos. Los mismos autores

encontraron que ¢l Ca mostré un comportamiento opuesto al descrito paraN, Py K.

En relacion al contenido temporal de N, se cuenta can evidencias experimentales que indican
que la concentracion de N en los tallos no se mantiene constante durante todo el afio, asi lo sugieren
los resultados reportados por Lara er al. (1990) quienes encontraron que la concentracion de N en
los cladodios disminuyé gradualmente hasta ¢l mes de octubre (fin de la estacion de crecimiento), a
partic de donde se mantuvo constante; [a reduccion en [a concentracién de N se encuentra asociado
al efecto de dilucién, el cual a su vez se debe al crecimiento rapido de los cladodios y a que la
velocidad de absorcion por la raiz no abastece las cantidades retranslocadas de N hacia los frutos o
brotes en crecimuento. En ¢l caso del presente expenimento, se puede infenr que el nivel de N tanto
en cladodios adultos (1.37%) y cladodios en crecimiento (2.76%) s debid al efecto anteriormente
descrito y a un abastecimieato adecuado de N en la solucion outritiva, mas que a la fuente
mitrogenada,

En general, se puede establecer que la concentracién de N en plantas de nopal (2.06% en
promedio) es més baja que la concentracion encontrada en otras especies cultivadas como el maiz
{3.4-5.0%; Reuter, 1986 y Valdez, 1997), alfaflfa (4.5-5.0%; Smith, 1986), Chile (2.9-4.6%; Piggaott,
1986) y durazno (3.0-3.5%; Robinson, 1986), similar al promedio del contenido de N foliar de 20
especies de plantas perennes del desierto de Mohave (2.0%; El-Ghonemy et al., 1978), pero
superiores en 20 % al promedio del nivel de N en el clorénquima de once especies de cactiveas
(1.67%; Nobel, 1983) y en 42% al promedio de plantas maduras de ocho especies de Agave spp
(Nabel y Berry, 1994). El contenido de N en los brates (2.76%) carresponde a los valores reportadas
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para plantas de la misma especie de nopal bajo cuitivo (2.61%; Nobel, 1983), en tanto que el
promedio obtentdo del contenido de N del cladodio basal y de brotes, fue supenor en 100% al
contenido promedio reportado para Opuntia engelmanniii creciendo en condiciones silvestres en
Coahuila, Méx. (0.90%; Nobel et «l., 1987).

Estos niveles de N implica, de acuerdo con Nobel (1994), la necesidad de suplementar este
elemento cuando los tallos de nopal se usan como forraje, ya que los niveles de N son generalmente

mas bajas que los requerimientos del ganada bovino.
4.2.5.2 Fésforo

En relacion al mayor contenido P en brotes o segmentos de tallo en crecimiento se asocid, a
pesar de no haberse registrado diferencias significativas, a los tratamientos que incluyeron mayores
proporciones de N-NHj4 (Cuadros 13 y 14), lo cual puede atribuirse a un posible efecto antagonico
amonico NO37H,PQOy’, y puede ser explicable por el hecho de que las cantidades de NOy™ agregadas
a las soluciones nutritivas correspondientes a los tratamientos 1:1, 2:1, 1:1 y 1:2 modificaron
dristicamente la relacion NO37HaPOy, por lo que se afecto la absorcion de P, observandose una
tendencia inversa entre el nivel de NO5™ en la solucion nutritiva y el contenido de P, siendo del
orden del 0.38, 0.46, (.46, 0.55 y 0.53 %, respectivamente; €S decir, existio un 28.3 % menas en el
contenido de P en el tratamiento en que todo el N se suministrd en forma de N-NO;, comparado con
cl nivel de P encontrado cuando se suministro en forma de N-NH,. Al respecto, Engels y Marschner
(1993) reportaron que las concentraciones de PO4 en el exudados del xilema de plantulas de maiz se
incrementaron considerablemente con el suministro de NH;* como fuente Gnica de nitrogeno que
cuando todo €l N estuvo presente en forma de NOs'; este mismo comportarniento antagonico ha sido

documensado por Calderon (19935) en tres cultivares de nopal.
Con base en tales rcsultados, en general, se pucde establecer que la concentracion de P en

plantas de nopal (0.47% en promedio) es 29% superior a la reportada por Nabel (1983) para la

misma especiv de nopal creciendo bajo cultive en condiciones de campo, y 59.5% mayor que la
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encontrada en Upuntia engelmannii en Kingsville, Tx. (Nabel er al., 1987). Gathaara et al. (1989)
observaron para esta (ltima especie niveles de 1.16% de N y 0.115% de P, proponiendo coma
relacidn Gptima aquella con proporcidn 10:1 de N:P; sin embargo, los mismos autores reconocieron
que esta relacion dptima seria aplicable solo para la produccién de fruta de Opuniia engelmannii,
pudiendo no resultar con el mismo cardcter para otras especies de nopal comercialmente importantes
iles como Upuntia ficus-indica, para la cual se¢ ha determinado el contenido de N (2.45%) y P
(0.3%) en plantaciones comerciales para la produccion de fruta (Nabel, 1983).

4.2.5.3 Potasio

La mayor concentracion de K en cladodios jovenes o brotes se asocid, a pesar de no haberse
registrado diferencias significativas, a los tratamientos que incluyeron mayores proporciones de N-
NHy (Cuadros 13 y 14), lo cual puede resultar contradictorio con el afecto antagonico esperado entre
NHi', y2 que es aceptado que el NH,' puede inhibir la absorcion de K', aunque el K no inhibe la
absorcion de NHy', lo cual se debe probablemente a que parte del N entra como NH; (Marschaer,
1986). No obstante, esta contradiccion aparente entre el contenido ascendente de K, como sucedid
en el presente experimento en los tratamientas (2, 3, 4 y 5} que incluyeron una mayor proporcidon de
NH,' en la solucién nutritiva, Engels y Marschner (1993), lo atribuyeron a que la acumulacién del K
¢s dependiente de la retranslocacion del mismo a la rafz, sugiriendo que el antagonismo entre el K y
el NH¢" se debe evaluar en las cantidades de K absorbidas y translocadas en el xilema hacia la
parte aérea, puesto que se encontraron evidencias de que la translocacion de K*, Ca*™* y Mg"™" en los
exudados del xilema se reducen cuando ¢l N se suministra en forma de NH,', aunque esta menor
translocacion se compensa con tasas también mas bajas de retranslocacion de K* de los tallos a la
rmiz; por tanto, los contenidos de K' en el tallo pueden ser estadisticamente similares con
sumuinistros de ambas forma nitrogenadas (NOs:™ o NH,' ) en la salucion nutritiva, tal como sucedio

en el presente estudio.
Con base ¢n los resultados obtenidos, ¢n general, se puede establecer que la concentracion de

K en las plantas de nopal (1.68% en promedio} fuc generalmente mas baja comparativamente cyn la
de tejidos de otros cultivos (2.5-5.0%; Reuter, 1986, Smith, 1986, Piggott, 1986, Robinsua, 1986,
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Selisbury y Ross, 1994 y Valdez, 1997). Los niveles de K observados fueron 30 % mas altos que los
valores reportados para la misma especic de nopal creciendo bajo cultivo en California, E. U.
(118%; Nobel, 1983), y apreciablemente menores a la concentracién encontrada en cladodios de
Opuntia engelmannii en Kingsville, Tx. (3.81%; Nobel et al., 1987) y en Opuntia amyclaea
desarrollandose bajo cultivo con abonado y fertilizacion en ¢l Estado de México (2.42%; Lopez,
1988). Esteban y Gallardo (1994) reportaron que la concentracion de K cambio estacionalmente con
una ¢lara disminucion de 1.4% en ¢l invierno a 0.19% en el verano y parte del otofio, asociando este
cambio 3 la demanda estacional de la planta de Opuniia ficus-indica en las etapas de crecimiento y
desarrollo de fruta. Resultados afines encontraron Karim et al. (1994) quienes indicaron que los
niveles de K se correlacionaron positivamente con el rendimiento de fruta de varias accesiones de
Opuntia, indicando sin embargo, que en los primeras estados de desarrollo de la fruta los niveles de
Ken ¢l tejido del cladodio son altos, pero su nivel disminuye de manera marcada conforme grandes
cantidades de K se exportan de los cladodios a los frutos cuando ¢llos llegan a la madurez (verano-
otofio). Con base en esta experiencia los autores sostuvieron que los muestreos en esta época
(cladodios con frutos}) pueden ser no ilustrativos de los requenmientos para la maxima

productividad de Opuntia.

4.2.5.4 Calcio

En relacién a la concentracion de Ca, no se detectd significancia estadistica por etecto de
ttamientos, ni s¢ observd ninglin tipo de tendencia en sus valores promedio (Cuadro 13); en
cambio, la acumulacidn de Ca en los diferentes organos de la planta correspondié al patrdn de
distnbucion de este elemento (Marschner, 1986 y Mengel y Kirkby, 1987). El comportamiento del
Caes opuesto ¢l descrito para el N, P y K, y refleja en primer instancia, las diferencias de movilidad
y con ello de translocacion dentro de la planta, es decir, a diferencia de los primeros tres ¢lementos,
el Ca es considerado poco mavil dentro de la planta por lo que las cantidades translocadas en el
floema son bajas y por tanto resultan en concentraciones reducidas en los Grganos de la parte aérea
de la planta, tal y como lo seialaron Engels y Marschner (1993) para plantulas de Maiz. El Ca

presenté una mayor acumulacion en los cladodios basales, los de més edad, y se puede atribuir a que
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este elemento es utilizado principalmente en la sintesis de pectina de la limina media de la pared
celular (Bidwel, 1979). Otro argumento sobre la acunulacion del Ca en tejidos de drganos madures
lo proporciona Marschner (1986), quién lo asocié con el movimiento del agua, es decir con la
transpiracion, indicando que se ha encontrade una correlacién positiva entre la distribucion de Ca y
la transpiracion de las partes aéreas de la planta, de manera que se ha llegado a proponer que para
incrementar ¢! contenido de Ca en los frutos en crecimiento es mas efectivo incremeuntar la
velocidad de transpiracion que aumentar los niveles de Ca en ¢l medio externo. Con base en el
reconocimiento de la baja movilidad del Ca y a la mayar edad, y por tanto una mayor transpiracién

acumulada, se puede explicar el mayor contenido de Ca en los ciadodios basales.

Con base en los resultados obtenides, cn general, se puede establecer que la concentracion de
Ca en las plantas de nopal (0.45% en promedio) fueron similares que los reportados para maiz (0.3-
0.7%; Reuter, 1986) y comparativamente menores con la de tejidos de otros cultivos forrajeros y
horticolas (1.3-2.7%; Piggott, 1986, Robinson, 1986, Olivares, 1987, y Salisbury y Ross, 1994},
meénores a los miveles promedio de otras plantas nativas perennes (0.8-4.44%; El-Ghonemy ef al.,
1978, Nabel, 1983, Lengyel, 1988 y Nobel y Berry, 1994) y marcadamente inferiores a los niveles
de Ca registrados en plantas del mismo género Opumiia, para el cual se han regiswrado
concentraciones de 6 a 8.67%, en base a peso seco, en ¢l clorénquima de Opunria ficus-indica
(Nobel, 1983 y Estaban y Gallardo, 1994), de 9.66% cn plantas de Opuntia engelmannii (Nobel et
al,, 1987) y hasta 7.65% en cladodios de Opuntia amyclaea T. (Lara et af., 1990). Para Opuntia
ficus-indica los altos niveles de Ca se pueden asociar con células que almacenan y secretan
mucilago, que es un polisacarido fibroso adhesivo, compuesto de cerca de 30, 000 subunidades de
aziocar (principalmente, arabinosa, galactosa, ramnosa y gilosa junto con 4cido galacturonico,
Gibson y Nobel, 1986). Con base en tales datos, los resultades obtenidos en ef presente trabajo son
dificiles de explicar, pues ain que &l patron de distribucion en la planta se cumple, los rangos de su

concentracion fueron 15 a 20 veces menores a los rngos antes reportados
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4.25.5 Magnesio

La concentracion promedio de Mg en los tejidos de plantas de nopal fue generalmente baja,
con valores oscilaron entre 0.27 a 0.37%, en base peso seco, sin que se registraran diferencias
significativas por efecto de tratamientos. Las elevadas coucentraciones de cationes en material
vegetal que recurrentemente se reportan al emplear dnicamente NOy (Mengel y Kirkby, 1987 y
Engels y Marschner, 1993) es un fenomeno que dificilmente se puede corroborar a partir de la
determinacion de la concentracion de los mismos en el tejido vegetal, ya que la tendencia observada
en &l presente experimento en relacion a la coucetracion del K fue mayor conforme se incrementd
gl N-NHy en el medio nutritive, lo cual pudieran contradecir dicha teoria, por lo que resulta prudente
considerar otros procesos vinculados directamente con las tasas de acumulacidn, tales como las tasas
de absorcidn, translocacion y particularmente la retranslocacidn de la parte aérea a otros sitios de
demanda como la raiz. Desafortunadamente, el presente estudio adolecid de tales determinaciones
por lo que sdlo se puede recurrir @ los resultados de Engels y Marschner (1993) quicnes
comprobaron que los flujos de cationes (K', Ca™ y Mg"™), en cl xilema se deprimieron con la
nutricion a base de NH,"*, sugiriendo con ello el papcl especifico de la forma nitrogenada en la
translocacion de cationes, agregando los autores, que a pesar de €llo, la concentracion de estos
cationes en la parte aérea no se redujo y fue similar a la provocada por la nutricidn con NOj',

indicandc la ocurrencia de un reciclaje sobre todo de K y Mg de la parte aérea a la raiz.

Lo anterior puede ayudar a explicar (a significancia estadistica resultaate de la prucba de
Tukey (Cuadro 12), de la cual se desprende que la mayor concentracion de Mg se localizd en la
riz, siendo superior en 23.8 y 45.2% que en los cladodios basales y cladodios en crecimiento,
respectivamente. En general, se puede establecer que la concentracion de Mg en las plantas de nopal
(0.27% en promedio) fue similar que la concentracidn encontrada en otras especics cultivadas como
¢l maiz (0.3%; Reuter, 1986), alfalfa (0.273%; Olivares, 1987), Chile (0.25-1.25%; Piggott, 1986) y
dwrazno (0.3%; Robinson, 1986), y son también similases al promedio del contenido de N foliar de
0 especies de plantas perennes del desierto de Mohave (0.3%; El-Ghonemy ¢t al., 1978), pero

resultd cinco veces menor los valores reportados para plantas de la misma especie de nopal bajo
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cultivo (1.43%; Nobel, 1983) y creciendo en condiciones silvestres en Espaiia (1.31-1.73%; Esteban
y Gallardo, 1994).

4.2.6 Yariables ecofisiolégicas

El propdsito de esta fase del ensaya fue determinar la influencia de la fuente nitrogenada
sobre la tasa de intercambio de CO, (TIC) y algunas otras variables ecafisiologicas en el nopal; sin
embargo, se tuvieron limitaciones en cuanto a la adecuacion del equipa de medicién, por tanto
nicamente se obtuvo informacion de las variables microcliméticas (temperatura del aire y humedad
relativa) y fisicoquimicas de planta (temperatura y densidad del tallo, conductancia estomatica, pH y
% de acido malico). No obstante las limitaciones anteriores la informacién lograda puede ser de

interés para el entendimiento del proceso metabélico de la especie en estudio.

4.2.6.1 Correlaciones

En €l Cuadro 15 se presentan la mateiz de correlacion para las variables microclimdticas y de
plantas de nopal creciendo en soluciones nutritivas bajo invernadera. Los coeficientes de correlacion
(r) de Pearson sugieren que existen corrclaciones altamente significativas pricticamente entre todas

las variables medidas, excepto entre el pH del tejido y a densidad del cladodio.

4.2.6.2 Variables microcliméticas

kn el presente estudio se encontrd que la conductancia estomatica estuvo asociada en forma
inversa con la temperatura ambiental y del tallo (r=-0.92, en ambos casos) y con los cambios diwmos
de acidez titulable (r=-0.598), en tanto que se correlaciond positivamente con la densidad (r—0.412)
y pH del tejido (r=0.682), y por conmsiguiente, ¢l comportamiento de estas mismas variables

describieron una tendencia contraria con la huredad relativa (ver Figuras 8-A, B y C).
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Cuadro 15.

Cocficientes de correlacién y p-valotes entre algunas variables microclimaticas y
de plantas de nopal creciendo en soluciones nutritivas en condiciones de

mvernaderg,
pH  Humedad Temperatwra Densidad Acidez Tempesatura Conductancia
relativa ambiente  deltejido titulable  del tallo estomitica
pH 1.000
00
Humedad 0636  1.000
relativa g.ou01 00
Temp. 0.686 -0.972 1.000
ambiente  0.0001  0.0001 0.0
Densidad 0.09¢ €0.437 0412 1.000
del tejido 0.306  0.0001 0.0001 (1K1}
Acidez 0920 0.538 -0.598 -0.208 1.000
titulable 0.0001  0.0001 0.0001 0.022 0.0
Temperatura  0.682 0979 0.998 0419 -0.591 1.000
del tallo 0.0001  0.0001 0.0001 00000 00001 0.0
Conductanci  <0.629 0944 0.921 -0.373 0.522 0.92f§ 1.000
2 0.0001  Q.0001 0.0001 0.0001 4.4091 0.0001 0.0
estomatica
Hora de 0.775 0.809 -0.552 -0.001 0.557 -0.843 0.727
muestreo 0.0001  0.000! 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

Las currelaciones negativas entre la temperatura ambiental y del tallo con la corductancia
esfomatica y con la acidez titulable, destacan por su significado en el funcionamiento de la planta, en
la medida que ambas variables estdn directamente relacionadas con el intercambio y asimilacidon de
CO;; de ahi que ¢l conocimiento de los cambios de estos factores microclimaticos es de
rascendencia debido a que las reacciones metabdlicas vy en particular la fotosintesis son afectadas
fuertemente por la temperatura {Jones, 1986), hecho corroborado por Ortiz (1995) en plantas de
Pitahaya (Hylocereus undatus) irigadas y con estrés hidrico en condiciones de invernadero,
reportando la autora que las plantas con riego y bajo estrés hidrico moderado ef intervalo para su

maxima tasa de intercambio de COz (TIC) fluctud de los 15.5 a los 10 °C, en tanto que en plantas

¢o0 mayor estrés hidrico la méxima TIC se incrementé a temperaturas menores de 10 °C.
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4.2.6.3 Efecto de tratamientos sobre las variables fisicoquimicas de la planta

Se realizaron andlisis de varianza a fin de conocer la influencia de {a forma nitrogenada
sobre algunas propiedades fisicas y quimicas del tejido de cladodios en crecimiento asociadas con €l
tipo metabolismo fotosintetico de la planta de nopal (temperatura, densidad, conductancia
estématica, pH y acidez titulable, % de dcido malico).

De los datos del Cuadro 16 se desprende que no existieron diferencias significativas para
ninguna de las cuatro variables por efecto de tratamientos, lo que sugicre que la densidad, la
conductancia estomatica, €l pH y el % de 4cido malico en el tejido de plantas de nopal creciendo en
condiciones de hidroponia no fueron influenciados por la forma nitrogenada, independientemente de

la relacion en que se suminustraron en la solucion nutritiva.

Cuadro 16. Efecto de diferentes relaciones WN-NOj:N-NH; sobre cuatro variables
fisicoquimicas de cladodios en crecimiento de plantas de Opuntia ficus-indica (L.)
Mill. creciendo en condiciones de invernadero.

TRATAMIENTO Densidad Conductancia pH Acidez Titulable
(N-NOj3 / N-NH,) (gem™) estomatica (% Ac. malico) .
{rmM m? s")

1 (150/0) 0904 a 0281 a 460 a 0474 a

2 (100/50) 0938 a 0.264 a 4.56 a 0.521 a

3 (75/75) 0918 a 0272 a 450 a 0.490 a

4 (50/100) 0942 a 0274 a 4.56 a 0495 a

S5 (0/150) 0930 a 0.274 a 4,55 a 0.526 a

Medias cou la misma letra no son estadisticamente diferentes & uo o« =).05.

En relacidn a estos resultadas, Nobel (1988a) indicé que la maxima acumulacion nocturna de

acido (% de acido malico) varia aleatoriamente con los nivelcs de muchos clementos tanto cn agaves
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y cactus; no obstante, de todos los elementos probados en 20 especies de estas dos taxas, la
absorcion nocturna de CO; y la acurpulacion noctuna de dcido se correlaciono positivamente con el
contenido de N en los tejidos, hecho no corroborado con loy datos disponibles del presente trabajo
(r=-0.268). Aqui cabria el sefialamiento, que en alguaos trabajos previos (Nerd y Nobel, 1993) se ha
documentada el incremento de nitrégeno total o de alguna vtra fraccion nitrogenada como €l N-NO;
en el tgjido de plantas de nopal; sin embargo, las diferencias encontradas obedecen a las
concentraciones extremas (de 0.4 a 16 mM d¢ NOs") empleadas en las soluciones nutritivas mds que

por efecto de la absorcion y asimilacion de cualquiera de las dos formas nitrogenadas.

En el contexto anterior, es donde s¢ ha podide corroborar la correlacidn entre el contenido de
N y la acumulacion noctuma de &cido malico. En cuanto a la densidad y al pH del tejido, los

resultados sugieren que existe un comportamiento aleatoric de ambas variables con relacion a las

fuentes y proporciones de N suministrado.
4.2.6.4 Fluctuaciones diurnas de las variables fisicoquimicas de cladedios en crecimiento

El andlisis de varianza realizado para las variables fisicoquimicas, para humedad relativa y
temperatura del ambiente y del tallo, resultaron en diferencias altamente significativas (p<0.01) en
funcion de la hora de realizacion de muestreo (Cuadro 17), lo cual es un claro indicio de los cambios
diurncs de algunos procesos metabdlicos de la planta de nopal. No se detectd interaccién entre

relaciones N-NQ;:N-NH,; y hora de muestrea.

Tal y como se establecié en el inciso 4.2.6.1, la temperatura y la humedad relativa del
ambiente del interior de! invernadero presentaron cambios diumos muy marcados, alcanzando
fluctuaciones promedio entre 13.98 y 36.05 °C a las 4:00 y las 12:00 h en la primera vaniable, y de
572 y 9.65 % para la segunda, en las mismas horas de muestreo, describiendose entre ellas una
relacion inversa (Figura 8-C). Estay fluctuaciones estuvieron relacionadas con el comportamiento de

las variables fisicoquimicas de la planta de nopal, tal y como a continuacion se describen.
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Cuadro 7. Cambios diumos de las variables microclimaticas y fisicoquimicas de cladodios en
crecimiento de plantas de Opuntia ficus-indica (L.) Mill., creciendo en condiciones
d¢ invernaderu.

Horadel Humedad Densidad <Coanductancia pH Acidez Temperatura

dia Relativa estomatica Tiwlable

(%) (gem”’) (MMm?sh) (% Ac. malica) cC)
Ambiente Tallo

0(24) 5250 b 088 b 0433 b 447 d 0471 < 1954 ¢ 1768 ¢

4 57.20a 0902 b 0533 a 3.98 c 0734 b 13.98 d 1254 d

8 4600 ¢ 0826 b 0312 c 384 f 0.898 a 2017 ¢ 187 c

12 9.65 d 1212a 0.029 d 471 ¢ 0393 ¢ 3605 a 3523 a

16 10.20 d 0878 b 0.029 d 3553a 0.199 d 3540a 3471 a

20 4485 ¢ 0882 b 028 ¢ 505 b 0.285 d 2265 b 2073 b

Medias con la misma letra no son estadisticamcote diferentes a un = =0.05.

4.2.6.4.1 Temperatura y demsidad

En relacion a la temperatura de ios tallos, ésta fue siempre ligeramente menor que la
temperatura de] ambiente presentando una tendencia casi idéntica (Figura 8-C), con una correlacidn
de 0.998. Sin embargo, se ha documentado que la temperatura de! tallo de plantas CAM (Hylocereus
undatus) puede ser mayor que la temperatura del aire, tanto en el dia comg en la noche, cuando las
plantas se mantuvieron bajo un estrés hidrico (Oxtiz, 1995), nuentras que la temperatura de tallos de
plantas ¢on buen abastecumiento de apua fue menor que la del ambiente, tal y camo sucedid en el
presente estudio, e¢n el yue las plantas s¢ mantuvieron permanentemente en solucidn, y por
caomsiguiente, es muy probable que hayan ocurrido mayores tasas de transpiracion, lo que ayuda a

disminuir la temperatura de la planta.

Con respecto a la densidad del tejido, para la que sc detectd diferencias altamente
significativas, la prueba de Tukey corrobord que ésta fue superior a la hora mas caliente (36.05 °C

en promedio a [as 12:00 h) que el valor de densidad registrado en ¢l resto de las horas de muestreo,
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Esta tendencia sugiere que el peso del tejido durante la moche, cuando se registran las
temperaturas mas bajas, es mayor debido a la apertwra estomatal e intercambio gaseoso y la
consiguiente pérdida de agua, de manera que al mediodia (Figura 9-A) al encontiarse pricticamente
cerrados los estomas (Figura 9-B) la pérdida de agua es menor y por tanto el peso por unidad de

volumen de tejido es mayor.
4.2.6.4.2 Conductaacia estomdtica

Las diferencias encontradas en la conductancia estomadtica (Cuadro 17 y Figura 9-B) fueron
muy marcadas en funcion de la hora de muestreo, registrandose los valores mas altos (0.533 miM m?
s') a las 04:00 h, cuando la temperatura fue la mas baja (13.9 °C en promedio) y la humedad
relativa alta (57.2 %). Resultados similares reportd Ortiz (1995) en plaatas de Hylocereus undutus, y
son acordes con lo repartado por Nobel (1988a) en otras cactaceas.

El comportamiento de Ia conductancia estomatica con la temperatura ambiente, se puede
explicar a partir del reconocimiento de que las temperaturas diumas mas altas conducen a una mayor
pérdida de agua a través de los estomas abiertos, respeclo a la que se da en la noche; asi, el proceso
de apertura estomdtica nocturna y su cierre durante el dia es crucial para la conservacion del agua en
condiciones de sequia. No obstante, en condiciones en que la conservacion del agua no es de
importancia, como podria ser después de una lluvia o bien comeo ocurrié durante la conduccion del
presente experimento donde la planta de nopal estuvo permanentemente en agua, la mayoria de las
plantas CAM, (Nobel, 1994), pueden mantener los estomas abiertos después del amanecer y al caer
la tarde, con lo que es posible la toma de CO; en horas con sol y entonces fijario al igual que en
plantas Cj, sin perder tanta agua comao ocurriria a mediodia. Con lo anterior, se logra una tasa
méxima diatia de absorcion de CO;, con respecto a la que se obtiene con la apertura de los estomas
solo durante la noche (Osmond, 1978, Nabel, 1988a y 1994 ). Adicionalmante, Acevedo et @/,
(1983) indicaron yue la apertura estomatica y la acumulacion nocturna de dcido malico disminuyen

con la ocurrencia de un estrés hidricao,
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A partir de los resultados anteriores, se ajustd una relacién funcional entre la conductancia
estomdtica y la temperatura del ambiente; sin embargo, la dispersion de las observaciones sugirieron
la existencia de pendieates diferentes, debidas al comportamiento diferencial de la conductancia
estomdtica a diferentes amplitudes de temperatura, de ahi que se hayan ajustado tres modelos de
regresion (Figura 10).
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Figura 10. Relaciones entre la temperatura ambiente (°C) y la conductancia estomatica
(mM m? s) de cladodios en crecimiento de Opuntia ficus-indica (L.) Mill.

desarrollando con el suministro de 150 mg L' de nitrdgeno em cinco
relaciones N-NQO; : N-NH. diferentes, bajo condiciones de invernadera.

4.2.6.43 Acidez titulable

Dada la dificultad de medir la tasa de intercambio de CO; (TIC) en el presente trabajo, la
determinacion de los cambios en la acidez titulable resultan apropiados como indicadores de dicho

proceso, toda vez que ¢l proceso fotosintético CAM es considerado como la fluctuacion de una masa



acida titulable, cuantificada como 4cido mdlico, el cual es producto de la fijacion de CO; con la
participacion de fosfoenol-piruvato (PEP) y de la enzima PEP-carboxilasa (Ting, 1985); este patrda
resulta en una variacion diurna extrema en ¢l contenido de 4cido de los cladodios (Rodriguez y
Cantwell, 1988).

Los resultados del presente estudio (Cuadro 17 y Figura 9-C) moswaron diferencias
altamente significativas para el % de acido mélico entre todas las horas de muestreo, registrindoss
los valores mas altos a las 03:00 h (0.898 % de acido malico) ¥ los mas bajos a las 16:00 h (0.199
% de acido malico). Estos resultados coinciden con otros reportes sobre los cambios en la acidez de
plaatas de nopal (Nobel, 19884, Rodriguez y Cantwell, 1988, Cantwell ef af, 1991 y Cantwell, 1991)
y en otras cacticeas, tales como Hylocereus undatus (Ortiz, 1995). Las fluctuaciones diutnas «n el
contenido de acidez titulable, varia con la edad del cladodio y con la especie, asi lo reportaron
Rodriguez y Cantwell (1988), quicnes determinaron que conforme el tamaiio (largo) del nopalito se
incrementd con la edad, el % de acidez titulable también se incremento de manera significativa, en
tanto que al comparar los cambios sucedidos en 0. amyclaea, O. ficua-indica y Q. inermiy,
encontraron que los cladodios de lu tercer especie mostraron significativarnente mas acido en todos
los estados de desarrollo considerados en su ¢studio, yue en las dos primeras especies. Los valures
reportados para O. ficus-indica en €] trabajo de referencia oscilaron entre 0.28 y 0.52 % de acido

malico, mieatras en el presente trabajo se registro hasta 0.89 % en el muestreo de las 08:00 h.

Asimismo, los resultados obtenidos se ajustan a las fases del proceso de intercambio de CO;
en las plantas CAM, propuestas por Osmond (1978) para plantas con buen abastecimiento de agua
(CAM irrigadas). En la Figura 9-C se observa que conforme transcurre la noche, ocurre una
acumulacion de 4cido malico, caracteristica de la carboxilacién (Fase I); a partir de la 08:00 h se
inicia un descenso en Ja concentracion del 4cido malico, lo cual cs un indicador de las interrupcién
de fijacion de CO; y de una activa descarboxilacion del mismo (T'ases I y [I) acompafiada del cierre
de los estomas (Figura 9-B); finalmente, la Fase I'V se inicia cuando el dcido mélico lega al nivel

minime, lus estomas tienden a abrirse ¢ inicig de nueva cuenta la acumulacion ngcturna de dcido.

83



42644 pH

En relacion a los cambios diumos del pH del tejido de cladodios en crecimiento, se
registraron diferencias altamente significativas en todas las horas de muestreo, correspondiendo los
valores mas altos (5.53) al muestreo realizado a las 16:00 h, en ¢l que coincidio también el menor
contenido de 4cido malico (0.119 %), describiéndose una relacion inversa entre ambas variables
(Cuadro 17 y Figura 8-D). Este comportamiento se puede explicar en la medida que €l pH del tejido
proviene de la disociacion de los dcidos organicos predorminantes y de su coustante de disociacion
(Ka), ya que a mayor Ka corresponde también usa mayor liberacién de H'. En el caso de plantas
CAM como el nopal, el principal tipo de dcido presente, sobre toda en la fase obscura, es el malico
(Ting, 1985), el cual es un dcido diprdtico, ésto es, tiene la capacidad de aportar dos H' por cada

mol de malato, como se muestra en la ecuacion siguiente:

COOH coo

| (

HCOH HCOH -
] —e [ + 2H
CHz CH:

| i -

COOH cQoo0

Acido Malato

Malico

sin embargo, 1a primer disociacién es la que determina en mayor magnitud ¢l pH, debido a que su
Kagy = 4.0x10%, en tanto que el proton (H") que se obtiene de la segunda disociacion, presenta una
Kag = 8.9x10¢ (Skoog y West, 1982). Con base en lo anterior, se establece que la Kagy y

fundamentalmente la concentracion de &cido milico determinan el pH ¢n el citosol de plantas CAM.

Lo anterior sugiere que ¢l pH es una propiedad quimica que reflejan las fluctuaciones diurnas
de la concentracion de dcido mdlico y, por tanto, la dindmica del fendmeno de fijacién de CO; por
gste tipo de plantas. En consecuencia, sc considerd importante obtener una relacion funcional entre

el pIl y la acidez titulable, encontrandose un modelo de tipo exponencial (R* = 0.89), el cual se
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linearizoé (R* = 0.90) a fin de facilitar su interpretacion (Figura 11-A y B). La definicion del pH
como variable independiente en el modelo ajustado, se baso en el hecho de que la determinacion del
pH mediante el potenciometro es un método sensible a la deteccion de los H™ causantes de la acidez
y ademds es un procedimiento sencillo y barato, por lo que su uso, auxiliado de los modelos
sjustados permiten la prediccion de la concentracion de dcido madlico, con una confiabilidad

aceptable.

Finalmente, es oportuno sefalar que ademas de [a importancia y significado funcional o
fisiologico que representa el contenido de dcido en los cladodios, desde un punta de vista de su
aprovechamiento en la dieta humana, se convierte en un importante factor de calidad en la medida
que la acidez, que dependeri de la hora de cosecha, afecta el sabor y aceptabilidad de los nopalitos

por los consurmidores.
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5§ CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Can base en las conclusiones particulares establecidas a partir de los resultados del
experimento 1, la hipdtesis postulada sobre las diferencias en la cinética de absorcion de las formas
nitrogenadas no se rechaza.

1. La planta de Opwnitia ficus-indica (L) Mill., creciendo en condiciones de hidroponia, mostré una
tasa de absorcion de nitrdgeno mayor cuando el medio nutritive se suministré con N-NOs que con
sales de N-NH..

2. Los mveles de absorcion mas altos de N-NO4 s asociacon a una mayor produccidn de materia seca,
con lo que se confirma que ¢l nopal, asi como muchas otras especies de plantas, crece mejor cuando

se suministra esta forma nitrogenada.

3. El pH de la solucion nutritiva cambié durante el desarrollo del experimento, se elevé en el
tratamiento de N-NO3 y disminuyd en el tratamiento N-NHy .

En relacion a las dos hipotesis de trabajo presentadas en el contexto del experimento 2 se

concluye que:

1. La planta de Opuntia ficus-indica, creciendo en condiciones de hidroponia, mostré una mayor
actividad de las enzimas nitrato reductasa y glutamino sintctasa cuando el medio nutritivo se
suministrd con relaciones N-NO+:N-NH, altas, corrobordndose la dependencia de la ANR de la

concentracion de N-NO; en el medio nutritivo, de manera que la segunda hipotesis no se rechaza.

2. La nitrato reductasa y la glutamina sintetasa tuvieron un comportamiento similar, registrandose
su mayor actividad en la raiz comparativamente con la actividad que fue observada en los
cladodios, lo que sugiere que bajo las condiciones en que se condujo el experimento, el sitio de

asimilacion del NOjy™ se localizd preferentemente en la raiz.



3. El mayor contenido de proteinas solubles se asocjé a mayores concentraciones de N-WNH4 en Ia

solucidn nutritiva y sus mayores concentraciones s¢ localizaron en la raiz.

4. El contenido promedio d¢ nitratos en el tejido vegetal fue mayor conforme las soluciones
nutritivas  incluyeron mayor suministro de N-NO; en las relaciones N-NOa:N-NHa,
corroborandose su dependencia de la concentracion de N-NOs en el medio externo. Los aiveles
altos de N-NOs en los cladodios en crecimietto resuliaron acordes con los valores mas bajos de
la ANR.

5. La concentracion de N, P, K, Ca, y Mg de la planta de nopal no se vio influenciada por el
suministro de diferentes relaciones N-NOjyN-NH;, detectdndose diferencias altamente
significativas en funcion de la edad y tipo de drgano de la planta. Esto permitid caracterizar la
coadicion nutrimental y el patron de distribucién de cada uno de los elementos evaluados. Por
consiguieate, la hipdtesis tres se rechaza, dado que, utilizando los analisis estadisticos (ANVA y
Tukey) no fue posible detectar diferencia significativas en la concentracion de macronutrimentos

por efecto de las fuentes nitrogenadas empleadas.

6. La aplicacion de diferentes proporciones de N-NO;:N-NH4 no causaron diferencias significativas
en las variables densidad, conductancia estomadtica, pH y acidez titulablc (% de dcido maélico) de
cladodios en crecimiento. Por tanto, no fue posible comprobar que la composicion de la fuente
nitrogenada afecta la asimilacion de CO;, en términos de algunos indicadores colaterales de este

proceso fisiologico de la planta de nopal.

7. Las variables microcliméticas y de plantas de nopal mostraron fluctuaciones diurnas marcadas,
destacandose los cambios del pH del tejido asociados a la acumulacion nocturna de acido.
Considerando que ¢l acido malico ¢s producto de la fijacion de COy, con la participacion de la
PEPcasa, la acumulacion nocturna de dcido (actdez titulable expresada como % de 4cido malico),

constituye un indicador apropiado de los niveles de absorcidén de CO- en la planta de nopal.
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Del anélisis conjunto de ambos experimentos se recomienda lo siguiente:

En trabajos posteriores sobre cinética de absorcion de formas nitrogenadas, es importante

considerar el balance total de aniones/cationes y su relacion con la absorcion N-NO; o N-NH,.

En el estudio de la asimilacion del NO;  debe ampliarse el espectro de muestreo,
considerando la edad y tipo de raices y tallos, la concentracion de nitr6geno en el medio externo y el
tiempo de contacto con éste, asi como la periodicidad de los muestreos a fin de conocer los cambios
temporales de la actividad enzimitica, ya que los resultados del presente trabajo son puntuales y
pueden ser concluyentes unicamente para las condiciones bajo las que se desarrollo la fase
experimental. De ser posible, se debe abordar el estudio de factores mds especificos que intervienen
en la regulaciéon de la actividad de la NR, tales como NADH, NAD(P)H, o bien la influencia

genética a través de la determinacion de transcriptores génicos, etc.

Dado que en nuestro pais se carece casi por completo de trabajos, tanto de campo como de
invernadero, sobre las tasas fotosintéticas en especies del género Opuntia, es conveniente adecuar al
menos el equipo de medicién disponible para tales propésitos en otro tipo de plantas, y de esta
manera sustentar la relacion existente entre nutricién nitrogenada y fotosintesis, y por consiguiente

con la productividad de la especie.
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7 APENDICE

Cuadro A-1. Curvas de calibracion obtenidas en los procedimientos de andlisis quimico de
algunas variables medidas.

VARIABLE METODO DE ANALISIS MODELQ AJUSTADQ R*

NO;" (Solucion nutritiva) Clesceri et al. (1989) NO; =-0.5122 +95.52 Abs. 0.99

NO; (Tejido vegetal) Cataldo ef al. (1975) NO3 =-0.9659 + 14204 Abs. 0.99
ANR In vivo (Peiia, 1939) NO; =-0.0052 +0.0942 Abs .98
Proteina soluble Lowry (1951) % protelna =-5.5 + 142.80 Abs 0.98

Abs. = Absorbaacia.
Nota: La absorbamcia pars NO; y ANR se determind a $40 um y a 510 nm. para proteinas.

Cuadro A-2. Valores de pH y conductividad eléctrica de las soluciones nutativas, en las
diferentes fechas de reposicion durante la conduccidn del experimento 2. .

Tratarmiento Fecha de reposicion de solucidn putritiva
(N-NO3.N-NHa4) 19/05/97 29/05/97 07/06/97

pH CE pH CE pH CE
1 (150:0) 5.85 235 5.78 232 5.89 2.13
2 (100:50) 578 2.39 5.73 2.62 5.84 2.44
3(75:79) 5.83 2.65 5.67 2.76 5.84 2.63
4 (50:100) 5.81 2.74 5.74 2.87 587 2.83
5(0:150) 5.82 2.86 5.70 2.23 5.85 3.16

CE=Conductividad Eléctrica (dS m™)
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Cuadro A-3. Resumen de los valores del cuadrado medio del error de los andlisis de varianza
para la actividad de la nitrato reductasa (ANR), glutamina sintetasa (AGS) y el
contenido de proteina soluble y nitratos en el tejido vegetal de diferentes Grganos
de la planta en ¢l experimento 2.

Fuente de gl ANR AGS Proteina NO;
Variacion
Tratamiento 4 103725** 6.67* $.302 50645.5%*
QOrgano 2 1119991 ** 13.98** 306.078** 11770.8*
T*0O 3 4994 | %+ 3.34 2.483 2407.4
Error 45 7885 2.47 3472 4415.1
Total 59 57675 3.26 13.720 7256.5

*Significativo 8 o = (.05
**Sigoificativo a o = 0.01

Cuadro A-4. Resumen de los valores del cuadrado mcdio del error de los andlisis de varianza
para la concentracion de nitrogeno, fosloro, potasio, calcie y magnesio en el tgjido
vegetal de diferentes organos de la planta en el experimento 2.

Fuente de gl N P K Ca Mg
Variacion
Tratamiento 4 0.192 0.051 0.183 0.010 04018
Organo 2 9.801** 0.840%* 5.846*" 1.159* 0.183**
T*O 8 0.137 (0.026 0.359* 0.027 0.006
Error 45 0.145 0.027 0.151 0.028 0.020
Total 59 0.474 0.056 0.375 0.065 0.023

*Significativo a a = 0.0§
**Significativoa a =90.01
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