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RESUMEN

La uva de mesa (Vitis vinifera L) es uno de los frutos de mayor
exportacion en México y tiene gran importancia en el noroeste del pais desde el
punto de vista economico. Sin embargo, vifiedos sin deficiencias nutricionales
aparentes presentan problemas de productividad, atribuyéndose en algunos
casos al excesivo uso de fertilizantes nitrogenados y a deficiencias recurrentes
de azufre en los tejidos. El objetivo de este trabajo fue evaluar los niveles de
reservas nitrogenadas, el contenido de azufre y la relacién que guardan con la
productividad de vifledos de uva de mesa, asi como determinar el efecto de la
aplicacion de azufre en la acumulacion de aminoacidos de reserva en tejidos de
raiz y tallo de vid. Se determind el contenido de nitrdgeno en plantas de vid de
baja, media y alta productividad del cv. ‘Superior’ y se evalud el efecto del uso
de extracto acuoso de ajo, extracto hidroalcohdlico de ajo vy sulfato de amonio
en cuatro estados vegetativos de la planta, en los niveles de nitrégeno, azufre,
arginina, cisteina, asparagina y metionina, en plantas de baja productividad. En
las plantas con indices de alta, media y baja productividad se observé que el
contenido de nitrdgeno total se encuentra por arriba de los niveles criticos
descritos para otras regiones productoras. Por otra parte, se observd que el
tratamiento con sulfato de amonio incrementd significativamente (p<0.05) el
contenido de nitrégeno total, arginina, asparagina, cisteina y metionina, en las
plantas de vid de baja productividad. Asi mismo, la produccién de vid se
incrementd por efecto de los tratamientos de sulfato de amonio y extracto
acuoso de ajo. Este incremento posiblemente se debe a la estrecha relacion
entre las rutas metabolicas de asimilacion de nitrégeno y azufre en plantas. La
aplicacion de compuestos azufrados a plantas de vid favorece la sintesis de
aminoacidos requeridos en las funciones de crecimiento, desarrolio vy

productividad de las vides, lo cual se refleja en el contenido de aminoécidos y

XXXV




en los niveles de reservas nitrogenadas y azufradas; que propicia una mayor
produccion de vid de mesa. Por lo tanto el sulfato de amonio pude ser

considerada una opcion para incrementar los niveles de azufre en los vifiedos.

bocvi



INTRODUCCION

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los frutos mas importantes y mas
ampliamente distribuidos en todo el mundo (Vivier y col., 2002). Sin embargo su
produccién ha sido limitada en los dltimos afios principalmente por el exceso o
escasez de nutrientes en las reservas de la planta y/o en el suelo en donde se
encuentran. Lo que causa una disminucion en la produccion que se traduce en
perdidas econdmicas millonarias para los productores sonorenses. Por ello se
ha propuesto la blsqueda de nuevos productos que permitan la nutricién
adecuada de las plantas y por ende, la recuperacion de los cultivares envueltos

en este problema y con ello aumentar la productividad de los vifiedos.

El sistema de produccidn agricola en el mundo se ha caracterizado por
un excesivo laboreo y una escasa utilizacién de fertilizantes, desequilibrando las
proporciones de elementos nutricionales de los suelos. De esta manera, el
suministro de elementos indispensables en el suelo, como el azufre, depende
en gran medida de la mineralizacion de la tierra (Endlicher, 1988; Silva y col.,,
1998). Sin embargo, con el uso sistematico de fertilizantes se han logrado

largos periodos de productividad en suelos degradados (Cordone y col., 2000).

Entre los problemas que enfrenta la viticultura en el noroeste del pais, se
encuentra la baja produccién, debido a la falta de temporadas con temperaturas
bajas (Vargas-Arispuro y col., 2005). Asi mismo en la actualidad se ha visto que
los cultivos a nivel mundial muestran carencias de minerales importantes como
el azufre (Alfaro y col., 2006). La importancia del azufre como nutrimento para
las plantas se ha hecho inminente debido a sus efectos en el crecimiento,
productividad y calidad de todos los vegetales (Abrol y col., 2003). La vid tiene
un requerimiento alto de azufre, una produccion de 20 toneladas absorbera

aproximadamente 30 kg de azufre. Es por eso que la carencia de este



compuesto se ve reflejada en una baja produccién de racimos (Martinez-Téllez
y col., 2010).

Los productores de los alrededores de Hermosillo, Sonora han
categorizado sus vifiedos en tres categorias segun su productividad, teniendo
plantaciones de alta, media y baja produccién, con cifras que oscilan de 2300 a
2500, 1700 a 1900 y < a 1500 cajas h™", respectivamente (Martinez-Téllez y col.,
2010). Estas diferencias en produccién, han sido atribuidas a deficiencias
nutricionales, especificamente a la faita de reservas nitrogenadas en la planta o
también a la aplicacién excesiva de fertilizantes nitrogenados en los programas

de fertilizacion.

El desgrane de racimos, es un desorden fisiolégico que se presenta con
frecuencia en los parrales de la regidn, y esto se atribuye, entre varios factores,
al exceso de nitrégeno en las reservas nutricionales que son metabolizadas por
la planta y son almacenadas en formas de nitratos o amonio en las células
(Kohli y col., 2012). En estudios publicados en Hungria por Balasubrahmanyam
(1978) establecio los rangos de nitrégeno, para esa regién, en cultivares de
plantas de vid variedad ‘Superior, los cuales marcan niveles de 6.5 mg/g de
peso seco y 10 mg/g en peso seco, como niveles minimos criticos, para tallo y
raiz, respectivamente. En Sonora no existen registros publicados de los niveles
de reservas nitrogenadas de plantas de vid, y a pesar de que Sonora tiene una
baja produccidn en vid, los rangos de reservas nitrogenadas mostrados por la
plantas superan los rangos minimos reportados en Hungria, lo que hace
necesario el estudio de los niveles de las reservas nitrogenadas en vifiedos de
atta, media y baja produccion para determinar la relacién entre estos dos

parametros, que impactan en la produccién de uva de mesa en la region.
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Vid en Sonora

La viticultura es uno de las actividades mas importantes en el noroeste
del pais. A nivel mundial, México se encuentra en el quinto lugar de los paises
exportadores de uva de mesa, con remesas de hasta 129 millones de ddlares
anuales, de los cuales Sonora es responsable de aportar el 67 % por este
concepto (Mexico, 2009). En el 2008 la produccion de Sonora superd las 201
mil toneladas en una superficie de 18,598 hectareas, obteniendo un rendimiento
promedio mayor a 10 Ton Ha™'. Esta cifra contribuye al total de la produccién
nacional de uva de mesa (SIAP, 2010). Pese a esto, el cultivo de uva de mesa
en el estado se enfrenta a problemas climatoldgicos como el periodo de frio
insuficiente, repercutiendo en una menor brotacion y por lo tanto una menor
produccion (Vargas-Arispuro y col., 2005). Asi mismo, la baja productividad de
algunos vifledos y el desgrane de racimos por exceso de fertilizacion
nitrogenada, han generado pérdidas millonarias sobre el monto de su

produccion.
Nitrégeno

En la base de materia seca de las plantas superiores, los principales
elementos que las componen son el carbon, hidrogeno, oxigeno, nitrogeno,
potasio, azufre y fosforo; de entre estos nutrientes el nitrdgeno es el que tiene

mayor importancia para las plantas (Azcon-Bieto y col., 2000).

El nitrégeno (N), es un macronutriente esencial para que las plantas
lleven a cabo sus procesos bioquimicos (Vidal y col., 2010). Forma parte de la

composicion de proteinas, acidos nucleidos y otros componentes celulares,



siendo asi elemento esencial para el crecimiento de todos los organismos
(Mayz-Figueroa, 2004).

Este elemento es absorbido por las raices de las plantas en una variedad
de fuentes de N, predominantemente en forma de NOj', sin embargo, también
existen otras fuentes como el NH;",la urea, los aminoacidos y los péptidos
(Gojon y col., 2009). Para que el N inorganico pueda ser utilizado por las
plantas, primero debe ser absorbido en forma de nitrato (NOj3), reducido a
nitrito (NO;"), y en un segundo paso a ion amonio (NH:") que posteriormente

sera incorporado a los aminoacidos (Vance y col., 2002).

Asimilacion de Nitrégeno en Vegetales

El primer paso en la asimilacion del N consiste en la entrada del
compuesto nitrogenado al interior de la celula (Vega vy col.,, 1990). Para su
absorcién, es necesario un complejo proteico llamado NarK, el cual es capaz de
transportar y translocar los iones de NOs;- al interior del citoplasma. Sin
embargo, el ion NOjz tiene que ser transformado a su forma organica mediante

su reduccion a NH; (DeMoss vy col., 1991).

Reduccion de nitrato a amonio

El NO;-absorbido debe ser reducido a NH;™ en las células para ser
asimilado. La enzima nitrato reductasa (NR) reduce NO3;- a NOs-yla enzima
nitrito reductasa (NiR) reduce el NO2-a NH4+ (Kredich, 1993). La secuencia de

reacciones es:
NOy +6e +8H"-> NHs +2 H,0

Férmula 1. Reduccion del nitrato (Azcén-Bieto y col., 2000)



La cantidad de nitrito reductasa presente en la planta es muy superior a
la de la nitrato reductasa, esto se debe a la toxicidad del nitrito. Si este se

acumulara en la planta, tendria consecuencias fatales en la misma.
NO,+8e +8 H*> NH4+ + 2 HO

Férmula 2. Reduccion del nitrito (Azcon-Bieto y col., 2000)

Asimilacion del Amonio

El amonio (NH,4) formado en la reaccidn de reduccidon es facilmente asimilado
por el complejo enzimatico glutamina sintetasa-glutamato sintasa (GS-GOGAT)
(Beevers y col., 1969) o bien por la glutamato deshidrogenasa (GDH) (Pire vy
col., 2001). Sin embargo, Tempest y col. (1970), en sus trabajos con la bacteria
Klebsiella aerogenes, cultivada en condiciones limitantes de NH,4", ponen en
duda el papel de la GDH; describen que cuando existe ausencia de amonio, el
nitrégeno sigue una ruta paralela en la cual se necesita un mayor gasto de

energia, siendo esta ruta la siguiente:
Glutamina+2-oxacidos+(NADPH/NADH)-> glutamato+aminoacido+(NAD+/NADP+)

Diversas investigaciones posteriores han corroborado esta teoria y ahora
parece poco probable que la GDH juegue un papel importante en la asimilacion
del nitrégeno en bacterias o plantas superiores. La excepcidn seria en
circunstancias relativamente inusuales de altas concentraciones externas de
NH;" (Sawada y col., 1978) en las cuales la GS-GOGAT es la enzima mas

activa en plantas superiores (Reitzer y col., 1996).



Incorporacion del amonio

Las células de los vegetales incorporan rapidamente al NHs™ dentro de
esqueletos carbonatados con el fin de evitar la toxicidad del mismo (Vance y
col., 2008). En leguminosas, el NH," puede ser directamente tomado por la
fijacién del nitrégeno atmosférico en los nddulos de las raices (Burris, 1966;
Brill, 1980). Mientras que en ofras plantas, el NH4" se genera por reacciones
catalizadas por la nitrato reductasa (Nr) y la nitrito reductasa (Nir) (Crawford vy
col., 1993).

En fa mayoria de las especies tropicales y subtropicales, el NOs
absorbido por las raices es transportado hasta las hojas, donde se reduce a
amoniaco en los plastidios; posteriormente, es incorporado por las enzimas GS
y GOGAT a moléculas organicas (Andrews, 2006). Diferentes trabajos han
demostrado que las enzimas GS2 y ferredoxina-GOGAT (Fd-GOGAT)
participan en la primera etapa de incorporacion del nitrégeno en glutamina (Gin)
y glutamato (Glu) en hojas (Miflin y col., 1980). Por otra parte las enzimas GS1
y NADH-GOGAT forman parte de la asimilacién del NH;" en la raiz (Miflin y col.,
1980).

Azufre

El azufre es uno de los elementos mas abundantes en la tierra y es un
elemento esencial para los seres vivos. Sin embargo podria decirse que este
era un elemento olvidado, a pesar de ser requerido por las plantas en
cantidades parecidas a las del fésforo (Tisdale y col., 1966). En la actualidad se
le considera un macroelemento debido a la importancia que ha tomado en los
cultivos, ya que en los Ultimos afios, al igual que el nitrégeno, es usado para
determinar la cantidad y calidad de la biomasa de un cultivo (Rendig y col.,
1976).



El sistema agricola en todo el mundo se enfrenta a cambios severos,
esto es porque en los paises con mayor poblacion existe una necesidad por
incrementar la productividad de sus cultivos, mientras que en los paises
industrializados existe el interés de tener alimentos de calidad. La nutricién
vegetal es esencial para el mantenimiento, productividad y buena calidad de los
cultivos. Junto con el nitrégeno, el azufre juega un rol vital para la regulacién del
crecimiento y desarrollo de los mismos (Beffa, 1993). Giovanelli y col. (1980)
mencionan que el 90% del azufre contenido en las plantas se encuentra en los

aminoéacidos cisteina, cistina y metionina.

El azufre fue considerado mucho tiempo como una sustancia amarillosa y
venosa, rapidamente asociado con la lluvia acida hasta la década de los 80's
(Schnug, 1998). Este elemento no era tomado en cuenta, debido a que la
atmosfera tenia la capacidad para proveer el azufre necesario a los cultivos.
Con el creciente uso de combustibles fosiles, por parte de las industrias y de los
suburbios urbanos, las emisiones de azufre alcanzaron valores maximos de
hasta 40-50 kg/ha (Schnug y col., 1993). Por lo tanto, rapidamente los sistemas
politicos de tode el mundo empezaron a crear leyes en pro de la ecologia y
poder limpiar y desulfurizar el medio ambiente (Schnug, 1998), asi con esto
también hubo cambios en las practicas de fertilizacion, las cuales consistieron
en crear fertilizantes libres de azufre (Haneklaus y col., 2003), posteriormente
empezo el rapido decremento en los niveles de azufre en los cultivos de todo el
mundo, los cuales se redujeron de 40 Kg/ha a 14 kg/ha en solamente una
década y media, lo cual significd el desorden nutricional mas extendido en el
planeta (Haneklaus y col, 2003). A pesar de contar con esta informacion
todavia se presentan desordenes en las plantas, los cuales no se han
catalogado como consecuencia de la falta de azufre. ademas han sido los

paises mas desarrollados los que han logrado reconocer el problema y han
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buscado la manera de darle solucién fertilizando con azufre, muchos paises en
vias de desarrollo fodavia no manejan al azufre como un elemento que hay que

suplementar en los programas de fertilizacion (Garcia, 2005).

Debido a lo anterior, la deficiencia de azufre ha tenido severas
consecuencias en cosechas de todos los vegetales, afectando la calidad, y
cantidad de todo tipo de frutos y hortalizas (Schnug y col., 1982), asi también la
resistencia natural de los cultivos sobre algunas enfermedades y plagas,

comenzo a disminuir (Hammerschmidt y col., 1999).

Las plantas superiores dependen del azufre inorganico, en forma de
sulfato, para satisfacer sus requerimientos nutricionales de este elemento
(Marschner, 2012). Su metabolismo en las plantas, inicia con la incorporacion
del macronutriente del ambiente, la asimilacion de compuestos inorganicos a
organicos, hasta su canalizacion hacia la sintesis de aminoacidos metionina y
cisteina, asi como también forma parte de todas las proteinas. La actividad
catalitica de alrededor del 40% de las enzimas depende de la presencia de

grupos sulfidrilos {(Hell, 1897).

El azufre también es precursor de varias biomoleculas necesarias para la
vida, entre ellas esian, el glutatidn, co-factores como los grupos hierro-azufre,
hemo, sirohemo, vitaminas esenciales como biotina y tiamina y sulfurésteres,
como la vitamina A (Hell, 1997; Droux, 2004). La estructura terciaria y
cuaternaria de muchas proteinas es resultado de la presencia de puentes
disulfuro (-S-S-) formados por la oxidacién de grupos SH de la cisteina, junto
con la metionina, factor clave en determinar el valor nutricional de las plantas
{(Huxtable y col., 1986).



Interaccion de fa ruta metabolica del azufre y nitrégeno

La asimilacion de azufre en las plantas se resume en cuatro pasos:
absorcion del sulfato, activacion del sulfato, reduccién del sulfato y sintesis de
cisteina (Saito, 2000). Este ultimo paso, constituye la Unica forma de entrada de

sulfato reducido al metabolismo de las plantas.

El mecanismo encargado de la incorporacidon del N al metabolismo
vegetal incluye un complejo enzimatico, formado en un 50 % del contenido de
nitrogeno y 25 % en contenido de azufre (Oaks y col., 1985). Entre estas
enzimas esta la enzima nitrato reductasa, en la que el azufre es unc de los

componentes principales (Azcon-Bieto y col., 2000).

Se ha observado que la O-acetilserina (OAS) es un intermediario comun
entre las vias metabdlicas del azufre y nitrodgeno, siendo el Unico precursor
directo de la cisteina. Este se forma a partir de serina por la accidon de la serina
acetiltransferasa, y su reaccion con el sulfuro es catalizada por la O-
acetilserina-(tiol)-liasa. La disposicion de la OAS exogena en diversas plantas
superiores, ha demostrado fener un efecto limitante en la sintesis de cisteina
(Brunold, 1993), y puede causar la represion de la via de reduccion de sulfato
(Giovanelli, 1990).



Asimilacion del nitrégeno Asimilacion del Azufre

Nitrato Sulfate
# Transp. Nitrato e
¥ Nitrato Reductasa » ’Er}a%n? taslor de
» Nitrito Beductasa _ N

-------- T » Adenosin-fosfosulfato
L Reductasa
ion Amonio : ¥ # Sulfito reductasa
Gla/ Gln
¢ ¥

Amingsaeidos 3> QAR > {isteina

Figura 1. Interaccién primaria entre las rutas metabolicas de la asimilacién del

nitrato y sulfato (Azcén-Bieto y col., 2000)

La actividad de Ia nitrato reductasa y la acumulacion de aminoacidos se
ve facilmente disminuida por la deficiencia de S, debido a la interaccién que
existe entre las rutas metabolicas del azufre y nitrégeno (Prosser y col., 2001).
Se ha demostrado la regulacion tanto de la transcripcién de los genes de los
transportadores de sulfato como de sus actividades de transporte (Hawkesford
y col., 1995), donde se demostré que el transporte y asimilacién de nitrogeno y

azufre es similar en bacterias, hongos y plantas (Kredich, 1993; Marziuf, 1997).

La regla principal para el transporte del azufre por la membrana
plasmatica de la raiz es la tasa de transcripcion de los genes que codifican las
proteinas necesarias para el transporte de los nutrientes. La represion rapida y
expresion de la transcripcion se han observado cuando el suministro de SO,2
cambia de ser suficientes a deficientes y viceversa (Smith y col., 1995;
Takahashi y col., 1997).
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En las plantas, el azufre esta implicado en numerosas actividades
metabdlicas, especialmente en la sintesis de aminoacidos y proteinas (Schnug
y col., 1995). Las plantas asimilan sulfato inorganico para formar cisteina, la
cual es subsecuentemente convertida en metionina (Nikiforova y col., 2003),
que esté directamente regulada por el contenido de nitrégenc (Koprivova y col.,
2000). Las plantas deficientes de azufre contienen mayores cantidades de
nitrégeno no proteico debido a que la sintesis de proteinas es inhibida en

ausencia del mismo (Rendig y col., 1976).

Algunos autores como Martinez (2001), han observado que existe una
interaccion positiva entre nitrdgeno y azufre en trigo; ya que existe una mayor
respuesta por parte del metabolismo encargado de asimilar el nitrdgeno cuando
la presencia de azufre es mayor. Por otra parte, la respuesta del metabolismo
de asimilacion del azufre en plantas de trigo fue mayor en presencia de altas
concentraciones de nitrogeno y muy leve en bajas o nulas concentraciones de

nitrogeno.

Salvagiotti y col. (2008), determinaron que los efectos del azufre
presentan mayor relevancia, tanto en la produccion de biomasa como en el
rendimienio de cultivos de trigo. A medida que se incrementa la disponibilidad
de nitrégeno, se manifiesta la interaccion positiva entre estos dos nutrientes.
Dichos resultados les permitieron concluir que cuando se tiene un decremento
en la disponibilidad de nitrogeno, existira una limitante en la expresién de las
enzimas gque participan en la asimilacion del azufre. Sin embargo, mencionan
que la respuesta a la fertilizacion con nitrégeno y azufre puede ser diferente
entre distintos genotipos de una misma especie vegetal (Martinez y col., 1998) .
Ferraris y col. (2004), Observaron que la soya presenta un rendimiento de hasta

un 90% cuando se usan fertilizantes azufrados de 11 Kg-ha™' de azufre neto. Sin
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embargo, no lograron explicar satisfactoriamente la respuesta del cultivo a la

fertilizacidn azufrada,

La informacion experimental existente sobre la soya indica que al aplicar
azufre en edades tempranas de las plantas se producen mas nodulaciones, y
por ende, se obtiene un mejor rendimiento de los cuitivas (Martinez y col.,
1998). También Tysko y col. (2008) mencionan que al suministrar azufre al

inicio del crecimiento de las plantulas se mejora la nodutacion.

Kruse y col.(2007) demostraron el incremento del aprovechamiento del
nitrdgeno en tabaco con la aplicacion de tratamientos con compuestos
azufrados, donde se obfuvieron resultados positivos en plantas expuestas al
tratamiento. Contrastando con los estudios realizados en Arabidopsis
(Koprivova y col., 2000), donde demostraron que una deficiencia de azufre en la
planta conlleva a un lento aprovechamiento del nitrégeno aplicado como

ferfilizante.

Lam y col. (1996) lograron proveer una informacion valiosa para
comprender y expandir informacion acerca de la asimilacién del nitrégeno vy la
necesidad de una fuente de azufre para mantener el adecuado equilibrio en las
concentracion de aminoacidos en las plantas superiores. En trabajos realizados
con Arabidopsis muestra claramente que la ausencia de azufre durante el
crecimiento vegetal provoca un desequilibrio en la sintesis tanto de aminoacidos
como de moléculas necesarias para el crecimiento vegetativo. Fernandes
(2009) logro demostrar, in vifro, que el azufre afecta de manera positiva el
rendimiento en la obtencion de biomasa en vid, asi mismo comprobé que la
cantidad de yemas producidas en un solo nodo son mayores cuando la planta

es proveida de una fuente de azufre.
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Biosintesis de aminoacidos en la Vid

A pesar de que existen alrededor de 300 aminoacidos, las plantas vy
bacterias, solamente pueden sintetizar 20 aminoacidos codificados por el ADN,
los cuales son necesarios para la formacidon de proteinas en fodos los
organismos. Sin embargo, estos se sintetizan a partir de diferentes compuestos
formados a lo largo del camino metabdlico de la degradacion del azlcar los
cuales donan sus esqueletos carbonatados para una posterior amidacion y asi

formar toda la bateria de aminoacidos (Davies, 1995).

La disponibilidad de nitrogeno en el suelo frecuentemente limita el
crecimiento y desarrolio vegetal. Sin embargo cuando es absorbido, este no es
acumulado en las células vegetales en forma de idn amonio, sino que
rapidamente es incorporado a compuestos organicos. Su asimilacion se resume
en unos pocos pasos: la absorcion, reduccion de nitrito, reduccion de amonio y
posteriormente la incorporacion del nitrégeno a los aminodacidos. Los
aminoacidos que contienen azufre (cisteina y metionina) son esenciales para
todo reino bicldgico debido a su importante papel en los metabolismos primario

y secundario {Ravanel y col., 1998).

Por otra parte, la deficiencia de azufre disminuye el rendimiento de los
cultivos y afecta la eficiencia de absorcion de nitrégeno, asi también disminuye
los niveles en la concentracion de aminoacidos azufrados (y por lo tanto, afecta
a las proteinas) (Leustek, 1998; Zhao y col., 1999). Es por esto que las plantas
necesitan una adecuada provisidn de azufre para optimizar el crecimiento
vegetativo y, por lo tanto, aumentar el potencial reproductivo y asi también la
planta pueda proveer de azufre a los frutos y semillas para maximizar la
fecundidad (Hawkesford y col., 2006).
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Fuentes de azufre para la agricultura

Una fuente natural de azufre organico es el ajo, en México es un cultivo
importante, anualmente se cosechan 42,076 toneladas de ajo en el
periodo de Enero-Septiembre, pero solo se obtiene de esta cosecha 32,535
toneladas, el 30% de la cosecha se pierde en el almacenamiento (SIAP,
2010), vy probablemente debido a que cierta parte de la produccion del ajo
no es de buena calidad, no es aceptada en el mercado (Gomez, 2008), lo que lo

hace un buena fuente de azufre organico para su uso en vifiedos de la region.
Ajo {(Allium Sativum, L.): Composicion general

Los principales componentes del ajo son: agua, 56-68 %, seguido por los
carbohidratos (26-30%). Los componentes azufrados presentes en el ajo, son
los compuestos drgano-sulfuros (11-35 mg/ g peso fresco). Otros componentes
presentes son las vitaminas (acido ascérbico 30 mg/100 g peso fresco, vitamina

E 9.4 g/g) y minerales (selenio 0.014 mg/100 g) (Lawson Larry, 1993).

Compuestos azufrados en el ajo

Los principales compuestos organo-sulfuros (organicos de azufre) del ajo
fresco son las cisteinas sulfoxidos, como la aliina, metiina e isoalina. Estas
cisteinas sulféxidos se forman del y-glutamil-cisteina durante la maduracion,
que es cuando aumentan los niveles de la enzima y-glutamil-transpeptidasa
durante el almacenamiento. Las cisteinas sulfoxidos y los y-glutamyl-cisteinas,
representan aproximadamente el 82% del total de los sulfuros en el ajo fresco.
Cuando el ajo se corta, machaca o tritura, las cisteinas-sulféxidos se
transforman en tiosulfinatos por la accion de la enzima alinasa. Convirtiéndose
en aproximadamente el 1.0% de su peso seco ¢ 0.35% de peso fresco del ajo

(Lawson Larry, 1993). Estos compuestos han sido utilizados experimentaimente
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para su aplicacion en vides como inductores de brotacion (Kubota y col., 2000;

Vargas-Arispuro y col., 2005).

Sulfato de amonio

El sulfato de amonio es un fertilizante guimico ampliamente utilizado en
la agricultura. Es una de las fuentes de azufre usadas en las formulas de
fertilizacion, teniendo al azufre en su forma de i6n sulfato. Es un producto de pH
acido y se recomienda su uso en suelos alcalinos. Es un producto muy il
como fertilizante, esto debido que la necesidad de azufre estd muy relacionada
con la cantidad de Nitrogeno disponible para la planta, por lo que el sulfatc de

amonio hace un aporte balanceado de ambos nutrientes (Isquisa, 2007).

El suifato de amonio contiene 21% de nitrégeno y 24% de azufre (72%
de sulfatos), es la tnica forma de azufre inmediatamente disponible para las
plantas, por ser la unica forma en que las raices pueden absorber dicho

nutriente (Hawkesford y col., 2006).

El uso creciente de fertilizantes con alto contenido de nitrdgeno pero
carentes de azufre v el empleo de variedades e hibridos de mayores
rendimientos y demanda de nufrientes son dos razones por las cuales las
deficiencias de azufre son mayores que en décadas pasadas. La presencia de
azufre se hace cada vez mas imprescindible en un programa de fertilizacion
balanceada, como una manera de reponer el nutriente extraido con los cultivos.
El sulfato de amonio tiene la ventaja adicional de presentar la totalidad del

azufre en forma de sulfato (Fersan, 2005).
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JUSTIFICACION

Las reservas nitrogenadas en la planta han sido un indicador de
productividad de la uva de mesa y la baja conceniracién de azufre se ha
relacionado con una deficiente asimilacidon del nitrogeno y una consecuente
baja productividad. Actualmente en vifiedos sonorenses se ha detectado
deficiencias de azufre en los tejidos, desconociendo los niveles adecuados de
nitrogeno total / azufre total en la planta que definan una buena productividad,
por o que este trabajo se enfoca a la busqueda de tratamientos azufrados que
mejoren la productividad en uva de mesa del cultivar ‘Superior’, lo que ayudara
a definir la estrategia de fertilizacion con un balance correcto entre el nitrdgeno

y el azufre.
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HIPOTESIS

La aplicacion de compuestos azufrados a plantas de vid favorece la
sintesis de aminoéacidos requeridos en las funciones de crecimiento, desarrollo
y productividad de las vides, lo cual se refleja en los niveles de reservas

nitrogenadas y azufradas.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los niveles de reservas nitrogenadas, el contenido de azufre y la
relacién que guardan con la productividad de vifledos de uva de mesa, asi
como determinar el efecto de la aplicacion de azufre en la acumulacion de

aminoacidos de reserva en tejidos de raiz y tallo de vid.

Obijetivos particulares

a) Determinar los niveles de nitrogeno total y arginina en tejidos de raiz

y tallo de vid cv. ‘Superior' de alta, media y baja productividad.
b) Evaluar los cambios en el contenido de arginina y cisteina en raiz y

peciolo de vid cv. ‘Superior’ por efecto de la aplicacion de extractos

de ajo y sulfato de amonio.

¢) Evaluar el efecto de la aplicacion de extractos de ajo y sulfato de

amonio en la produccion de uva de mesa cv. ‘Superior’.
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MATERIALES Y METODOS

Area de realizacion del trabajo

El muestreo de raiz y peciolo de vid y la aplicacion de exiractos de ajo y
sulfato de amonio se efectuaron en un vifledo comercial, ubicado en Villa
Pesqueira, (coordenadas 29.37157,-110.874775), al norte del municipio de
Hermosillo en el estado de Sonora.

&
‘;’ L/

Vifiedos

Experimental

Figura2. Localizacidon del vifiedo experimental
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Etapa 1

Esta etapa consistio en la determinacién de los niveles de reservas
nitrogenadas (nitrégeno total) en raiz y tallo/peciolo de vid cv. ‘Superior’ de baja
(menos de 1000 cajas/ha), media (de 1000 a 1400 cajas/ha) y alta (mas de
1400 cajas/ha) productividad.

Material vegetal:

Para llevar a cabo este trabajo se utilizaron raices y peciolos del cv.

‘Superior’ de alta, media y baja productividad.

Muestreo

Se muestrearon raices (aproximadamente 150g, con un grosor
aproximado de no mas de 1cm de diametro) de una profundidad de 40 cm y
peciolos (50 piezas) de plantas de vid cv. ‘Superior’ (Figura 2). En el periodo de
letargo se muestrearon tallos de 1 cm de diametro (aproximadamente el grosor
de un lapiz); cabe mencionar que se muestre6 tallo en vez de peciolo debido a

que estos muestran niveles de nitrégeno similares a los del peciolo.

Los muestreos fueron realizados en 3 etapas fisiologicas de la planta de
vid, correspondientes a letargo, en el mes de diciembre, en pre cosecha, en el

mes de mayo y un ultimo muestreo en pos cosecha en el mes de julio.
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Figura3.Muestras de raiz y peciclo de vid

Elapa 2

Esta segunda etapa consisti6 en la evaluacion de los niveles de
nitrégeno total, azufre total, arginina, asparagina, cisteina y metionina después
de la aplicacién de exiracto acuoso de ajo, extracto hidroalcohdlico de ajo y
sulfato de amonio en etapas de letargo, desarroilo, precosecha y poscosecha
de plantas de vid cv. ‘Superior’ de baja productividad (menos de 1000 cajas por

hectarea).

Material vegetal:

Para lievar a cabo este trabajo se utilizaron raices y peciolos del cv.

‘Superior’ de baja productividad (menos de 1000 cajas por hectarea).

Tratamientos

lLos ftratamientos consistieron en extracto comercial de ajo (Aflium

Sativum)} en una dosis de 950 L/ha en solucidon al 10 %, Extracto comercial
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hidroalcohdlico de ajo (Afium Sativum) en dosis de 950 L/ha en solucién al 10%
Estos extractos comerciales son producidos por la compafia TaAli (Tecnologia
y Asesorias Alimentarias, S.A. de C.V.) y fertilizante sulfato de amonio en dosis
de 400 Kg/ha.

Aplicacion de tratamientos

Los extractos de ajo se aplicaron por aspersidn con mochila a la parte
foliar de las parras (Figura 4). El sulfato de amonio fue aplicado 130 g por
planta, directamente al suelo para su disolucidn por el agua aplicada mediante

el sistema de riego. Se aplicd agua como testigo.

La aplicacion de los extractos se realizd en cuatro etapas de estado de la
planta de vid, los cuales corresponden a letargo, desarrollo, pre cosecha y pos
cosecha. La primera aplicacion se realizé 24 h después de la aplicacién de
cianamida en las parras el 13 de enero, la segunda aplicacién se realizd el 26
de enero, durante el desarrollo de los nuevos brotes. La tercera aplicacion se
realizd el 15 de abril de 2010, antes de la cosecha de la vid. Finalmente se
realizé una ultima aplicacidn posterior a la cosecha del fruto, el 16 de julio de
2010.
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Figura4.Aplicacion de los extractos de ajo

Muestreo

Se muestrearon raices (aproximadamente 150g, con un grosor
aproximado de 1cm de diametro) y peciolos (50 piezas) de plantas de baja

productividad de vid cv. ‘Superior'.

Los muestreos fueron quince dias después de la aplicacion en las cuatro

etapas de estado de la planta de vid, como se sefiald en el apartado anterior.

Evaluacion de la productividad

Para llevar a cabo el conteo y determinar la productividad de los

tratamientos se llevaron a cabo conteos de racimos que alcanzaron la calidad
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de cosecha, posteriormente se pesaron todos los racimos por plantas y se

determind el peso y cajas por hectarea de la produccion total

Figura5.Racimos de cultivar ‘Superior’

Analisis de las muestras

Los siguientes andlisis corresponden a las muestras (raiz y peciolo)

recolectadas en las etapas 1 y 2.

Determinacién de nitrégeno total

La determinacién de nitrégeno se realizd basandose en el método de Dumas
(Dumas, 1831) en un horno de combustion (equipo LECO modelo FP-528)
(Figura6). Para la calibracion del equipo se utilizd EDTA, marca LECO, como
estandar, posteriormente se peso6 0.10 g de cada muestra y se encapsularon en
tazas pequefas de papel aluminio (Figura 7), marca LECO, la cual se depositd
directamente en el horno de combustidon y posteriormente analizado en base al
metodo de Dumas (LECO, 2004).

Para el analisis de las muestras primeramente se liberd la alicuota dentro del
horno de combustion a 950 °C. Una vez que la muestra es incinerada y los

gases son oxidados por completo y el nitrdgeno contenido en ellos se
24




transforma en dinitrogeno y posteriormente arrastrado a una celda de medicion
que utiliza celdas de termo conductividad para la posterior determinacion del

contenido total del nitrdgeno en la muestra.

Figura 6. Equipo LECO Analizador de nitrogenoc organico total

Figura 7. Capsula de taza pequefa de aluminio marca LECO usada para el

analisis de nitrégeno
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Determinacion de azufre total

La determinacién de azufre total en las muestras se realizé en un hormo de
combustion (Marca LECO, Modelo SC-144DR) (Figura 8). Para la calibracion
del equipo se utiliza como estandar una solucion de carbén (Marca LECO). Las
capsulas usadas para el andlisis de azufre fueron capsulas de ceramica tipo
bote (Figura 9). El equipo de analisis de azufre marca LECO analiza la muestra
por pirolisis, la muestra se introduce en una camara de combustion a 1300 °C,
logrando que el azufre contenido en las muestras sea oxidado y convertido a
dioxido de azufre que es absorbido y posteriormente detectado por detectores
infrarrojos (LECO, 2004).

Figura 9. Capsula de taza pequefa de aluminio marca LECO usada para el

analisis de azufre.
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Determinacidén de aminoacidos

La determinacién de aminoacidos se realizé por el método o-
phthalaldehyde (OPA) por cromatografia de liquidos de alta presion. Este
método se basa en la técnica modificada descrita por Vazquez (1995).

Hidrolisis de la muestra

Para la hidrolisis se tomé 0.1 g de muestra y se mezclé con 2 mg de acido de
sodio tioglicdlico grado V (Sigma) en tubos de ensayo con rosca 10x150. Se
agregaron 2 mL de HCl 4 M y se calentaron por 4 h a 100 °C. Se secaron los
tubos conteniendo el hidrolizado, en bafioc Maria a 50°C con flujo de aire y

posteriormente se le hiceron dos lavados con agua-metanol (1:1).

Analisis de aminoacidos

Se agrego a la muestra, 2mL de bufer de citrato de sodio 0.2 M pH 2.2, se agito
y posteriormente se tomo10 pL de muestra, se colccé en un microtubo y se
agregd 150 L de de bufer de citrato de sodio pH 2.2, mas 250 uL de OPA. Se
dejo reaccionar por 2 minutos y se se filtrd con una jeringa con filtro acrodisc 4,
0.45 pm). Los aminoacidos se cuantificaron utilizando un cromatdgrafo de
liguidos de alta presion (HPLC) Hewlett Packard acoplado a un detector de
fluorescencia (Hewlett-Packard). La separacion de aminoacidos se llevd a cabo
en una columna Microsorb 150 mm x 4.6 mm didmetro interno, 3 micras de
particula, liofilica f18 marca Varian, 100-3 C18 de 10 cm x 4.6 mm y un tamafo
de particula de 3 ym conectada a una pre-columna Supelco C18 de 1 cm x 4.6
mm D.l. con un tamafio de 5 um. En la separacion cromatografica se utilizd un
gradiente escalonado, con un flujo de 1.3 mL/min de 2 eluyentes (A: metanol; B:
acetato de sodio-metanoi-tetrahidrofurano, pH 7.2). El gradiente partidc de 0%
del solvente B para llegar a 10% a medio minuto, se mantuvo en 10% hasta el

minuto 3 y posteriormente se incremento a 11% hasta el minuto 7, del minuto 7
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al minuto 7.5 se mantuvo en 15% de B, posteriormente se incremento a 30 %
manteniendose hasta el minuto 15.2, posteriormente se incrementd el flujo a
40% manteniéndose hasta el minuto 26.5, de minuto 26.5 al 27.5 se incrementd
el porcentaje a 50% y se mantuvo hasta el min 29. Posteriormente el 100% de
B se alcanzo en el minuto 35 y finalmente en el minuto 37 se regresd a las
condiciones iniciales de 0% en B. El area producida por la fluorescencia de los
aminodcidos se registr6 e integré por el programa ChemStation (Agilent
Technologies Inc). Los aminoacidos se identificaron y cuantificaron de acuerdo
al tiempo de retencion y dreas comparadas con un estandar de amincacidos

(Figura 10). El contenido de cisteina se cuantifico por estequiometria.

La muestra se derivatizé utilizando el OPA (O-Phtaldialdehido). Para ello
se reconstituyo la muestra hidrolizada con 500 pl del bdfer de acetato de sodio
y se filtré con una membrana Acrodisc 4 mm con 0.45 ym de tamafio de poro.
Se tomé 20 pl de esta solucién y se le adiciond 330 pL de citrato de sodio y
350 uL de OPA y se filtrd en una membrana PTFE de 0.45 ym (Acrodisc ® Life

Sciences). Después de transcurridos 2 min se inyectd 100uL al HPLC.
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Figura 10. Cromatograma de estandar de aminoacidos utilizado para la
cuantificacion de las muestras de raiz y peciolo de vid cv.
‘Superior’. Los nGmeros de los picos indican los tiempos de
retencion. El orden de elucion de los aminoacidos es el siguiente:
Asparagina, glutamina, serina, histidina, glicina, treonina, arginina,
alanina, tirosina, metionina, valina, fenilalanina, isoleucina, leucina

y lisina.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con un analisis de varianza completamente al
azar para cada tratamiento, se hizo una comparacion de medias por la prueba

de Tukey-Kramer (p<0.05) utilizando el paquete estadistico NCSS (2007).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Conienido de nitrégeno total en plantas de vid cv. ‘Superior’ de alta.

media v baja productividad

El nitrégeno tiene el papel mas importante en la nutricion, desarrollo y
crecimiento vegetal, ya que es requerido para la sintesis de aminoacidos,
proteinas y acidos nucleicos. El nitrogeno es el componente mas aplicado a las
plantas para el incremento de la produccién (Keller y col., 19988), asi mismo
influye en la composicion guimica y el sabor del fruto (Christensen y col., 1994),
al igual que incrementa los niveles de aminocacidos azufrados (Chone y col.,
2006).

Los resultados del analisis de nitrégeno total en raices de plantas de vid
de alta, media y baja productividad (Figura 11 y Figura 12) sefalan que no
existen diferencias significativas entre las tres clasificaciones de productividad
de los parrales, observandose también que los niveles de nitrogeno se
presentaron por arriba de los rangos marcados por Silva (1995) como niveles
minimos criticos de nitrégeno total para plantas de uva, con un valor de 6.5
mg/g ps en tallo/peciclo y de 10 mg/g ps para raices. Asi mismo existen
diferencias significativas entre épocas de muestreo, con 9.02 y 18.60 mg/g ps
en tallo y raiz respectivamente. En el mes de diciembre cuando las parras se
encontraban en letargo y 10.22 y 15.23 mg/g ps en tallo y raiz respectivamente,

en el mes de junio, posterior a la cosecha.

La concentraciéon de nitrégeno cuantificada en plantas de vid de los
campos de California, E.U., mostraron rangos que van desde los 3 mg/g ps
hasta los 7 mg/g ps v de 4 mg/g ps a 17 mg/g ps en tallos y raices

respectivamente, lo que evidencia que las plantas de vid de la regidn contienen
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cantidades superiores a las parras de California, al igual que otros autores, en
este trabajo observamos que no existe insuficiencia en la nutricidén nitrogenada
de la plantas de la region. Sin embargo no existe evidencia que muestre que la
diferencia en la clasificacion de productividad de las plantas radigue en las
concentraciones de nitrogeno en el tejido, dado que los niveles de nitrégeno de
las plantas analizadas se encuentran dentro de los rangos aceptables e incluso

algunas plantas superaron a estos valores.

Las plantas caducifolias, en la cual se encuentra clasificada la vid,
poseen la capacidad de almacenar nuirientes en temporadas invermales, entre
ellos el nitrdbgeno, el cual usan posteriormente a finales de invierno durante la
etapa de brotacion. En esta etapa la planta incrementa la demanda de nitrégeno
disponible en la raiz y el tronco de la misma, manteniendo la demanda de
nitrégeno hasta finales del ciclo vegetativo, en el cual la planta absorbe los
nutrientes de la hojas en senescencia para almacenarlo de nuevo (Tolsma vy
col., 1987). Lo anterior hace que la plantas de vid tengan fluctuacién en los
niveles de nitrégeno durante los ciclos anuales (Wermelinger, 1991). Tal como

se presento en los meses de diciembre y junio en nuestro trabajo.
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Contenido de nitrégeno total (NT) en vides de cv. ‘Superior de baija

productividad tratadas con extracto acuoso de ajo, extracto

hidroalcoholico de ajo v sulfato de amonio.

Los niveles de NT en raices de vid del cv. ‘Superior’ (Figura 13), bajo un
régimen de fertilizacién con extracto acuoso de ajo, exiracto hidroalcohélico de
ajo y sulfato de amonio, mostraron que en la etapa de crecimiento rapido
vegetativo no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos, en

los cuales se obtuvieron rangos de NT en raiz que van desde 9.26.a 13.56

mg/g ps.

Por otro lado, se observé que durante de las etapas de crecimiento
rapido vegetativo y precosecha, hay una tendencia a incrementar
significativamente (p<0.05) el contenido de nitrdgeno total en las plantas
tratadas con sulfato de amonio con valores de 14.6 mg/g ps y 11.26 mg/g ps
con respecto a 11.20 mg/g ps y 9.26 mg/g ps del tratamiento de extracto
hidroalcohdlico de ajo, 12.13 mg/g ps y 9.29 mg/g ps del exiracto acuoso de ajo
y 11.86 mg/g ps y 9.31 mg/g ps del testigo. La misma tendencia se observé en
los peciolos de las hojas tratadas con sulfato de amonio, que incrementd
significativamente (p<0.05) el contenido de NT en los peciolos en precosecha y
poscosecha, presentando valores de 7.83 y 6.61 mg/g ps, con respecto a los
valores de 7.37 y 4.51 mg/g ps de extracto hidroalcohdlico de ajo, 7.90 y 5.34
mg/g ps del extracto acuoso de ajo y 7.10 y 5.07 mg/g ps de las plantas testigo.
Esto se debid posiblemente a que el azufre potencia el metabolismo del
nitrogeno, asi como también potencia los sistemas de alta y baja afinidad
encargadas de la absorcién y transporte de amonio vy nitrato desde la raiz a la

parte aérea de la planta (Vidmar y col., 2000; Loulakakis y col., 2009).
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El sulfato de amonio contiene 21% de nitrogeno y 24% de azufre (72%
de sulfatos), es la Unica forma de azufre inmediatamentie disponible para las
plantas, por ser la mas afin a los receptores de las raices (Azcon-Bieto y col.,
2000). Por ofra parte, los compuestos de los extractos de ajo contienen
cisteinas-sulféxidos que se transforman en tiosulfinatos, los cuales, a pesar de
tener compuestos azufrados, no se ha comprobado su afinidad para ser

metabolizadas por las plantas.

En investigaciones realizadas en trigo, se demostro que el usc de azufre
en los cultivos provocd un mejor aprovechamiento del nitrégeno, traducido en

un incremento de biomasa en los granos (Howarth y col., 2008).

El sulfato de amonio mostré mejores resuliados, tanto en raiz como en
peciolo para la absorcion de nitrégeno por parte de las plantas (Fig. 14). Se ha
demostrado que el metabolismo del nitrogeno se incrementa al tratar a las
plantas superiores con una fertilizacion con sulfato de amonio o aminoacidos
azufrados (metionina y cisteina) (Brunold y col., 1984); asi mismo en plantas de
maiz se han tenido los mismo resultados, sin embargo estos estudios se han
llevado a cabo a nivel in vitro y este trabajo demuestra que las plantas de vid en
condiciones comerciales también presentan incremenio en la actividad del
metabolismo de nitrogeno (Castellarin y col., 2009). Sin embargo en trabajos
realizados en plantas de trigo por Ferraris (2004) se demostird que las plantas
tienen suficiente fuente de nitrdgeno, y a pesar de proveer a la planta de
cantidades significativas de azufre, el metabolismo del nitrégeno permanece sin

cambios.
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Contenido de azufre total {(AT) en vid cv. ‘Superior’ de baja

productividad tratada con extracto acuoso de ajo, extracto

hidroalcohdlico de ajo y sulfato de amonio

El azufre es un componente esencial en las plantas debido a que
combinado con la fertilizacion nitrogenada influyen de manera positiva en la
cantidad y calidad de todos los cultivos, principalmente debido a que la
combinacion de estos dos compuestos son necesarios para la biosintesis de
aminoacidos y proteinas (Garcia, 2005). En este trabajo se realizd el analisis de
AT en raiz, tallo y pecioio de plantas de vid de baja productividad en cuatro
estados fenologicos diferentes correspondientes a las etapas de letargo,
desarrollo, precosecha y poscosecha posterior a la aplicacion de extracto

acuoso de ajo, extracto hidroalcohdélico de ajo y sulfato de amonio.

Los niveles de AT en raiz y tallo/peciolo de plantas de vid cultivar
Sugraone (‘Superior’) tratadas con compuestos azufrados se presentan en la
Figura 16, donde se observd que no se encontraron diferencias significativas
{p<0.05} entre los tratamientos, mostrando también que los niveles de azufre en
las plantas de vid en su estado basal se encuentran por debajo de los rangos
mostrados por Sotomayor (2000} los cuales marcan niveles minimos criticos de
2.1 a 5 mg/g ps para peciolo, sin embargo, no se cuenta con datos que nos

indiquen los niveles minimos criticos en raiz.

Los anadlisis de la etapa de letargo mostrados en la figura 15 presentaron
valores de 2.37 mg/g ps y de 0.54 mg/g ps para raiz y tallo, respectivamente.
Por otro lado, en la etapa de crecimiento vegetativo, se observd un incremento
en los niveles de AT en las raices y peciolos de plantas tratadas con sulfato de

amonio con valores respectivos de 2.71 y 1.54 mg/g ps en comparacion a 1.61



y 1.36 mg/g ps del tratamiento de extracto hidroalcohélico de ajo, 1.53 y 0.97
mg/g ps del extracto acuoso de ajo y 1.57 y 1.29 mg/g ps del testigo para raiz y
peciolo, respectivamente, sin embargo, en la etapa de poscosecha se observa
un mayor incremento del contenido de AT en peciolo que en raiz los cuales
mostraron valores de 1.33 y 1.35 mg/g ps, respectivamente en plantas tratadas
con sulfato de amonio con respecio a 1.01 y 1.51 mg/g ps del extracto
hidroalcohdlico de ajo, 0.84 y 1.21 y mg/g ps del testigo y 0.64 y 0.75 mg/g ps

del extracto acuoso de ajo para, respectivamente.

El contenide de azufre total aumentd significativamente con el sulfato de
amonio debido a que este compuesto estd mas disponible para la planta
(Huxtable y col., 1986), sin embargo, a pesar de que los extractos de ajo tienen
gran cantidad de compuestos azufrados no se ha demostrado que los productos
resultantes de su fermentacion sean afines con los receptores de membrana.
En estudios realizados con plantas a las que se le aplicaron diferentes fuentes
de azufre, muestran que es mayor la afinidad de los receptores de las raices y
las hojas a los compuestos sulfato de amonio (Vidmar y col., 2000) y acido
suifhidrico (Herschbach y col., 2000).

Es claro gue aunque los tejidos no fotosintéticos asimilan sulfato estos lo
almacenan, sin embargo se sabe ahora que los cloroplastos de las céluias
fotosintéticas constituyen el sitio mas importante para la asimilacion reductiva
del sulfato en cisteina, el cual es el intermediario principal para la sintesis de
otros metabolitos que contienen azufre (Abrol y col., 2003). En relacion a ello
fue demostrado (Anderson y col., 1979) que los cloroplastos aislados de frijol
catalizan la reduccion de sulfito dependiente de la luz y que, en presencia de
O-acetilserina (OAS), el sulfuro producido en esta reaccion es rapidamente
asimilado en las hojas, lo que concuerda con los andlisis en el peciolo (tejido

ma&s cercano a la hoja), en donde se ve un incremento mayor de AT en las
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plantas tratadas con sulfato de amonio que en las raices tratadas. Siendo el

sulfato de amonio el tratamiento con mejores resultados.
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Contenido de arginina total (ArgT) en vid cv. ‘Superior de baja

productividad tratada con extracio acuoso de ajo, exiracto

hidroalcoholico de ajo v sulfato de amonio

La arginina es la forma mas importante de reserva de nitrogeno en
plantas de vid, representando de 50 a 80% del nitrégeno soluble en las raices,
tronco vy tallos durante el otoho e invierno (Kliewer y col., 1974). La fertilizacion
nitrogenada y la absorcidn del nitrdgenc atmosférico incrementa en gran
medida el contenido de arginina en fodo el tejido vegetal (Schneider y col.,
1996) vy se ha propuesto que los aminoéacidos ricos en nitrogeno (Argining,
asparagina y glutamato) pueden reflejar el estado de las plantas lefiosas mucho

mejor que otros parametros usados en plantas herbaceas (Edfast y col., 1996).

El contenido de ArgT en plantas de vid mostrados en la Figura 17 sehala
los niveles de arginina que se encontraron por debajo de los rangos de ArgT
presentados por Silva y col.{1995), los cuales establecen valores de 15 mg/g en
raiz y de 4 a 6 mg/g ps para tallo. En la etapa de letargo se observaron valores
de 1.15 y 0.61 mg/g ps en raiz y peciolo, respectivamente Asi mismo en la
etapa de crecimiento vegetativo se ve un incremento en las plantas tratadas con
sulfato de amonio, las cuales mostraron valores de 2.19 y 1.99 mg/g ps, con
respecto a 0.93 y 0.38 mg/g ps de extracto hidroalcohdlico de ajo, 0.97 y0.56
mg/g ps de extracto acuoso de ajo y 1.18 y 0.49 mg/g ps en testigo para raiz y
peciolo, respectivamente En la etapa de precosecha se observd también, un
incremento en la concentracion de ArgT en plantas tratadas con sulfato de
amonio, las cuales muestran valores de 4.34y 0.31 mg/g ps en raiz y peciolo
respectivamente, en comparacion a 3.61 y 0.33 mg/g ps para extracto acuoso
de ajo, 2.52 vy 0.22 mg/g ps para testigo v 1.84 y 0.23 mg/g ps para exiracto

hidroalcohdlico de ajo en raiz y peciolo, respectivamente. Por otra parte, en la



etapa de poscosecha se encontraron diferencia significativas (p<0.05) en los
valores de ArgT en peciolos de plantas tratadas con respecto a las testigo, pero
no enraices, mostrando valores respectivos de 0.42 y 1.35 mg/g ps para sulfato
de amonio, 0.19 y 1.35 mg/g ps para exiracto hidroalcohdlico de ajo, 0.25 y 1.31
mg/g ps para extracto acuoso de ajo y 0.23 y 0.33 mg/g ps para testigo.

El contenido de arginina en el tejido lefioso como la raiz decrece
rapidamente cuando la planta se encuentra en la etapa de crecimiento
vegetativo rapido (Wermelinger, 1991). Sin embargo, en este trabajo se observo
gue el contenido de arginina en raiz se incrementd en cada etapa fenoldgica por
efecto de la aplicacion de sulfato de amonio, esto debido a que este aminoéacido
es uno de los principales transportadores de nitrogeno ya que el 60 % del
nitrégeno asimilado es incorporadc a la arginina y esta localizado en las raices
y el tronco (Roubelakis Angelakis y col., 1992). Asi mismo las hojas sirven como

reservorios intermediarios entre la raiz y el fruto (Peacock y col., 1989).

Esos resultados explican la problematica de aborcion, dado que las
plantas no estan aprovechando las reservas de nitrogeno existentes en las
mismas. Sin embargo, el azufre proveido con el tratamiento de sulfato de
amonio permite que este nitrégeno sea metabolizado y convertido rapidamente
a aminodacidos. Dado que la arginina es el mejor indicador de la asimilacién de
nitrégeno en vid, los resultados indican que el azufre contenido en el suifato de

amonio esta contribuyendo a su asimilacion.
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Contenido de cisteina total (CT) en vid cv. ‘Superior’ de baja

productividad tratada con exiracto acuoso de ajo, extracto

hidroalcohdlico de ajo v sulfato de amonio

La asimilacién del sulfato representa una de los caminos de la
incorporacion de macronuirientes dentro metabolismo celular (Hell, 1997). El
ultimo paso de la asimilacion y fijacion del azufre es la formacion de cisteina a
partir del ion sulfuro y la serina. La importancia de la cisteina radica en que ésta
dona el Unico ion sulfuro necesario para la generacién de metionina, glutation,
fitoquelatinas, cluster Fe-S, cofactores de vitaminas y multiples metabolitos

secundarios (Giovanelli y col., 1980; Bonner y col., 2005).

En la Figura 18 se muestra el contenido de CT presentes en las piantas
de vid cv. ‘Superior, en la etapa de letargo fueron de 3.96 vy 1.25 mg/g ps para
raiz y peciolo, respectivamente. Asi mismo se observa un incremento con el
tratamiento de sulfato de amonio en la etapa de crecimiento vegetativo
mostrando valores de 6.93y 3.43 mg/g ps para raiz y peciolo, respectivamente
con respecto a 4.36y 3.38 mg/g ps para el tratamiento de extracto
hidroalcohdlico de ajo, 3.82 y 2.20 mg/g ps para el extracto acuoso de ajo y
3.95 y 2.99 mg/g ps para el testigo. Asi mismo, en la etapa de poscosecha se
presentd un incremento en el contenido de CT del tratamiento de suifato de
amonio y extracto hidroalcoholico de ajo con respecto al testigo y el extracto
acucso de ajo. Mostrando valores de 2.96 y 3.06 mg/g ps para sulfato de
amonio, 3.21 y 2.21 mg/g ps para el extracto hidroalcoholico de ajo, 1.43 y 1.24
mg/g ps para extracto acuoso de ajo y 2.04 y 2.02 mg/g ps para el testigo en

raiz y peciolo, respectivamente.



L.a diferencia en el contenido de cisteina que se presento, posibiemente
se debid a que al tener una fuente suficiente de azufre, la planta pudo
metabolizar el azufre rapidamente y por lo tanto incrementar los niveles de este
aminoacido, ya que este es la primer forma organica de azufre en las plantas
(Hesse y col.,, 2004). Sin embargo se observa también que el contenido de
cisteina decrece en raiz en las etapas de precosecha y poscosecha, esto
posiblemente es debido a que este aminoacido es sintetizado en las hojas con
ayuda de la energia de la fotosintesis (Herschbach y col., 2001) vy
posteriormente es traslocado a las raices por conductos del floema, lo anterior
concuerda con los resuitados obtenidos por Nikiforova y col. (2005) en los
cuales muestra que cuando se suministra una fuente de azufre a las plantas

esta rapidamente incrementa los niveles de cisteina.

En trabajos realizados en Arabidopsis (Hirai y col., 2003) revelaron que
una planta sometida a una fuente de azufre, ésta rapidamente activa el sistema
enzimatico relacionado a la reduccion del sulfato para posteriormente sintetizar
las cantidades de cisteina necesaria para la planta. En brécoli también se ha
demostirado la influencia del azufre en la activacion de las enzimas relacionadas
a la reduccién del azufre inorganico para su incorporacién a diferentes
compuestos azufrados, especialmente en cisteina y metionina (Schonhof y col.,
2007).
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Contenido de asparagina total (AspT) en vid cv. ‘Superior’ de baja

productividad tratada con extracto acuoso de aio, exiracto

hidroalcohdlico de ajo v sulfato de amonio

En las plantas, el amincacido asparagina sirve como un importante
transportador de nitrogeno a través del floema, representando alrededor de 50 a
70% del nitrogeno transiocado en toda la planta, esto aplica para muchas
especies incluyendo maiz, chicharos y esparragos, incluso en la planta usada
como modelo genético (Arabidopsis). Siendo asi, al igual que la arginina, un

aminoacido de reserva y/o transporie de nitroégeno

Los resultados de contenido de asparagina (Figura 19) muestran que en
la etapa de letargo se tuvieron valores de 1.24 y 0.40 mg/g ps para raiz y tallo,
respectivamente En la etapa de crecimiento vegetal se observan diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamienios. Los cuales presentaron un
incremento en las plantas tratadas con sulfato de amonio, en concentraciones
de 1.24 y 1.42 mg/g ps para raiz y tallo respectivamente con respecto a 0.75 y
1.03 mg/g ps para el testigo, 0.67 y 0.93 mg/g ps para extracto acuoso de gjo, y
0.61 y 0.86 mg/g ps para extracto hidroalcohdlico de ajo. Sin embargo, en la
etapa de precosecha no se observaron diferencias (p<0.05), los valores
encontrados para arginina con el fratamiento de sulfato de amonio con valores
de 1.63 y 0.65 mg/g ps, 0.88 y 0.60 mg/g ps para el extracto acuoso de ajo,
0.62 y 0.30mg/g ps para el testigo y 0.40 y 0.44 mg/g ps para el tratamiento de
extracto hidroalcohdlico de ajo. lgualmente en la etapa de poscosecha no se
observaron diferencias (p<0.05) en la concentracion de asparagina entre

tratamientos en peciolos.



En trabajos realizados en Arabidopsis donde la planta fue sometida a
estrés por efecto de deficiencia de azufre, se mostré que hubo un decremento
en los niveles de asparagina, sin embargo, cuando se le aplico azufre de
manera controlada, los niveles de este aminoacido incrementaron
considerablemente, demostrando que el azufre es necesaric para un mejor
funcionamiento del metabolismo del nitrogeno (Nikiforova y col., 2005). En este
trabajo se puede resaitar que en postcosecha hubo una disminucién del
aminodcido en todos los tratamientos azufrados en raiz, no siendo asi en el
control, o cual indica que las aplicaciones de azufre ayudaron a la utilizacion
de asparagina para el funcionamiento de la planta, con esta evidencia podemos
afirmar que nuestra hipdtesis se cumple, la suplementacion con azufre ayuda a

que la planta utilice las reservas de nitrogeno.
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Contenido de metionina total (MT) en vid cv. ‘Superior’ de baja

productividad tratada con extracio acuoso de ajo, exiracto

hidroalcoholico de ajo v sulfato de amonio

La metionina es usada en multiples niveles del metabolismc a nivel
celular, ya sea como un constituyente de las proteinas, en la iniciacién del
mRNA o como una molecula de control regulatorio en la forma de S-
adenosilmetionina (SAM); asi también es precursor de diferentes metabolitos
como lo son el etileno, poliamidas, vitamina B1, 3-dimetilsuifoniopropionato (un
osmoprotector) y como una fuenie de azufre atmosférico (dimetildisulfuro)
(Hesse y col., 2004).

La Figura 20 muestra el contenido de metionina total, donde se observa
que en la etapa de letargo muestran valores de 0.52 y 0.15 mg/g ps para raiz y
peciolo, respectivamente. Mientras tanto en la etapa de crecimiento vegetativo
no se observan diferencias (p<0.05) en tejido de raiz. Se enconiraron valores
de 0.25 mg/g ps para testigo, 0.28 mg/g ps para extracto acuoso de ajo, 0.22
mg/g ps para extracto hidroalcohdlico de ajo y 0.31 mg/g ps Para sulfato de
amonio, por otra parte en el peciolo se observo una mayor concentracion de MT
en plantas tratadas con sulfato de amonio, donde los valores encontrados
fueron de 0.81 mg/g ps con respecto a 0.51 mg/g ps para testigo, 0.51 mg/g ps
para extracto acuoso de ajo y 0.27 mg/g ps para extracto hidroalcohdlico de gjo.
Asi mismo, no se observaron diferencias (p<0.05) entre tratamientos, tanto en
raiz como en peciolo, con valores de 0.26 y 0.27 mg/g ps para testigo, 0.28 y
0.26 mg/g ps para exiracto acuoso de ajo, 0.18 y 0.27 mg/g ps para extracto
hidroalcoholico de ajo y 0.22 y 0.24 mg/g ps para sulfato de amonio, en raiz y
peciolo, respectivamente Por ofra parte, se observd un mayor incremento en la

concentracion de metionina en las plantas testigo teniendo valores de 1.44 mg/g



ps para testigo, 0.69 mg/g ps para extracto acuoso de ajo, 0.98 mg/g ps para
extracto hidroalcohdlico de ajo y 0.76 mg/g ps para sulfato de amonio, en raiz,
mientras en el peciolo no se observaron diferencias (p<0.05) entra tratamientos,
los valores encontrados fueron de 0.53 mg/g ps para testigo, 0.58 mg/g ps para
extracto de acuoso de ajo, 0.57 mg/g ps para exiracto hidroalcohdlico de ajo y

0.46 mg/g ps para sulfato de amonio.

Es muy poca la informacion sobre la regulacion del metabolismo de
metionina en vid. Sin embargo el comportamiento de este aminoécido en este
trabajo concuerda con fa bibliografia citada (Ravanel y col., 2004). Las raices de
fas plantas tratadas presentan niveles de metionina muy bajos, lo cual se debe
a que ésta es sintetizada en las hojas y no en la raiz debido a que los
cloroplastos son los organelos que contienen el mecanismo enzimatico
necesario para llevar a cabo esa reaccidén. Sin embargo en el muestreo del mes
de julio este aminoacido no esta siendo metabolizado por las plantas no
tratadas, y como resuitado lo acumula en las raices. Esto concuerda con
estudios realizados por Nikiforova (2005) los cuales mostraron que cuando la
planta se encuentra en deficiencia de azufre la metionina no es metabolizada y
es rapidamente hidrolizada para incorporar el atomo de azufre en otros

procesos de la planta.

Por otra parte, el comportamiento en el contenido de azufre en peciolo
nos muestra que en el estado fenoldgico de rapido crecimiento vegetativo
(Marzo) los niveles de metionina posiblemente se disparan en las plantas
fratadas con sulfalo de amonio, dado que la raiz posiblemente esta
proporcionando el azufre necesario para la sintesis de metionina, cabe recalcar
que la metionina es sintetizada en los cloroplastos. Sin embargo los resultados
muestran que los niveles de metionina decrecen, esto es debido a que el 80 %

de la metionina es rapidamente convertida a S-adenosiimetionina (Adams y col,
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1977); proceso llevado a cabo en las hojas de la planta. Es por eso que en la
raiz el contenido de MT fue igual entre los tratamientos, sin embargo en el mes
de julio se presentd un decremento en el nivel de metionina en las plantas
tratadas con sulfato de amonio, esto puede ser debido que las plantas testigo,
al presentar deficiencias en azufre no son capaces de sintetizar metabolitos
necesarios para la transformacion del azufre en otros compuestos (Nikiforova y
col., 2005).
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Produccion total de piantas de vid de cv. Superior tratadas con

extracto acuoso de ajo, extracto hidroalcohdlico de ajo y sulfato de

amonio

El efecto de los distintos tratamientos azufrados en la produccion total,
expresada en cajas por hectarea se presenia en la Figura 21. La produccién
total de las plantas tratadas con sulfato de amonio y con extracto acuoso de ajo
fue estadisticamente diferente (p <0.05) de las plantas testigo vy las tratadas con
el extracto hidroalcohodlico de ajo. Se observé que las plantas tratadas con el
sulfato de amonio lograron triplicar la produccidbn con 3537 cajas/ha con
respecto al extracto acuoso de ajo con 1986 cajas/ha, 1359 cajas/ha de extracto
hidroalcohdlico de ajo y 1097 cajas/ha de las platas testigo. Lo anterior
concuerda con los resultados obtenidos para los demas parametros donde se
muestra un mayor incremento en las plantas tratadas con sulfato de amonio con
respecto a los fratamientos de extracto hidroalcohdlico y acuoso de ajo v el
testigo. El hecho de que los tratamientos azufrados con extractos de ajo
hidroalcohdlico y acuoso no hayan funcionado de la misma manera que el
suifato de amonio puede deberse a las cantidades de azufre presentes en los
extracltos que es posible sea mucho menor a la cantidad aplicada de sulfato de
amonio. En general se observo una tendencia positiva de incremento de los
aminoacidos con los extractos de ajo pero no lo suficiente como el sulfato de
amonio. El sulfato de amonio no solo logro que se incrementara la produccion
de uva si no que rebasé en gran medida a la produccidon marcada para campos
de alta productividad siendo 1000 cajas mas para un campo de alta

productividad

Este comportamiento ha sido observado en plantas de trigo (Salvagiotti y
col., 2009), maiz (Friedrich y col.,, 1978; Clarkson y col., 1989), brécoli



(Schonhof y col.,, 2007) y de scya (Gentiletli y col., 2004), las cuales han
incrementado los niveles de biomasa y proteinas en sus tejidos debido a la
aplicacion de fratamientos azufrados, aungque los resultados no son tan
marcados como los del presente trabajo, el resultado es el incremento en su

produccion.
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Cajas por hectarea cv. Superior
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Figura21.Productividad (cajas/ha de 8.2 kg) mostrada por las plantas sometidas

a tratamientos de i
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extracto Hidroalcohdlico de ajo y | sulfato de amonio de plantas
de vid del cultivar Sugraone (‘Superior’). Barras con literales

diferentes indican diferencias significativas a p <0.05
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CONCLUSION

La aplicacion de compuestos azufrados a plantas de vid favorece la sintesis de
aminoacidos requeridos en las funciones de crecimiento, desarrolio vy
productividad de las vides, lo cual se refleja en los niveles de reservas
nitrogenadas y azufradas, asi como también en el contenido de aminoacidos,
reflejandose en una mayor produccion de vid. Asi también se concluye que el

sulfato de amonio podria ser integrado a los programas de fertilizacion.
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