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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo general, evaluar la aplicacion foliar
de Cu, Fe y Zn sobre el contenido nutrimental de Hibiscus sabdariffa L en diferentes
etapas fenoldgicas y la produccion y calidad nutracéutica de los célices. Para cumplir el
objetivo se llevo a cabo dos experimentos en condiciones de invernadero empleando los
cultivares de jamaica Reyna Morada y Criolla, con un disefio completamente al azar. Las
plantulas de ambos cultivares fueron inducidas al estrés mediante aspersiones foliares de
los iones Cu (0.15 %), Zn (0.15 %) y Fe (0.075 %) a los 18, 25, 32 y 39 DDS (dias después
de la siembra). En la primera etapa, se evalud el desarrollo de las plantulas a los 26, 32, 39
y 46 DDS, empleando los indices de crecimiento RAF (razon de area foliar), RPF (razén
de peso foliar), AFE (area foliar especifica), TAN (tasa de asimilacion neta) y TAC (tasa
absoluta de crecimiento), asi como la capacidad antioxidante y contenido nutrimental en
hojas. En la segunda etapa, las plantulas asperjadas se trasplantaron a contenedores, con
una mezcla de fibra de coco lavada, perlita, vermicomposta y tierra de monte, hasta la
produccion de los célices. A la cosecha las variables evaluadas en la planta fueron:
didmetro y altura de tallo, area foliar, nimero de hojas, materia seca de tallo y hojas. En los
calices, numero, didmetro, longitud, materia fresca y seca, asi como el contenido
nutrimental. Los resultados en plantulas indican una respuesta favorable en el cv. Reyna
Morada, el Fe elevd el indice de RAF en 17.71 % y AFE en 22.72 % en comparacion al
control. En RPF, el control fue estadisticamente diferente a los tratamientos de los iones.
La TAC se incrementd 6.13 % por el Cu en contraste al control, la actividad antioxidante
se redujo en ambos cultivares con la aplicacion de Cu. A la cosecha se observd que la
aplicacion foliar de los nutrimentos modificaron la respuesta del cv. Criolla. ElI Zn
incremento 25.85 % la altura de planta, el Fe promovid el desarrollo del area foliar y peso
seco de hojas en 83.07 % y 94.66 % respectivamente en relacién al tratamiento de Cu. En
el desarrollo de céliz, el diametro aumentd por efecto del Fe en 14.62 % y el largo asi
como el numero de céalices por el Zn en 3.69 % y 98.45 %, respectivamente. El
rendimiento de calices se incrementd en 96.69 % por el Zn y 54.7 % por el Fe. Se
favorecio la acumulacion de N, K, Mg y Zn en el cv. Reyna Morada con la aplicacion de
Fe. En las propiedades nutracéuticas de los extractos acuosos de célices se encontr6 que el
cv. Reyna no modificd ninguna de las variables estudiadas con la aplicacion de los iones,
excepto en el contenido nutrimental, mientras que el en el cv., Criolla, el pH se vio
modificado por efecto de los tratamientos de Cu y Zn al ir en tendencia a la alcalinidad con
un incremento de 5.04 % y 3.85 % respectivamente, el &cido ascérbico se incrementd
93.10 % en el tratamiento de Fe y los grados Brix se redujeron 12.5 % por efecto de los
tratamientos de Cu y Zn, con respecto al control. ElI contenido de antocianinas se
incremento, delfinidina en 27.34 % vy cianidina en 23.52 % por efecto del Cu. Los
resultados muestran que la aspersion de los iones en etapa de plantula modifican el
desarrollo de las plantulas, el contenido de nutrientes, antocianinas y algunas variables
fisicoquimicas. La respuesta en los dos cultivares no es similar.

Palabras clave: flor de jamaica, DPPH, antocianinas, contenido nutrimental.



ABSTRACT

The present study was overall goal, evaluate foliar application of Cu, Fe and Zn on
the nutritional content of Hibiscus sabdariffa L., in different phenological stages and
nutraceutical production and quality of the chalices. To meet the objective was conducted
two experiments under greenhouse conditions using cultivars jamaica Reyna and Creole
Cottage with a completely randomized design. Seedlings of both cultivars were induced
stress by foliar sprays ions Cu (0.15%), Zn (0.15%) and Fe (0.075%) at 18, 25, 32 and 39
DDS (days after sowing). In the first stage, the development of seedlings at 26, 32, 39 and
46 DDS was evaluated using growth rates RAF (leaf area ratio), FLR (leaf weight ratio),
AFE (specific leaf area) TAN (net assimilation rate) and CT (absolute growth rate) and the
antioxidant capacity and nutrient content in leaves. In the second stage, sprayed seedlings
were transplanted into containers, with a mixture washed coir, perlite, vermicompost and
forest soil to the production of the chalices. At harvest the plant variables evaluated were:
stem diameter and height, leaf area, number of leaves, dry matter of stem and leaves. In the
chalices, number, diameter, length, fresh and dry matter as well as the nutritional content.
The results indicate a favorable response seedlings cv. Reyna Residence, Fe index rose
17.71% RAF and AFE in 22.72% compared to control. In RPF, control was statistically
different treatments ions. The TAC was increased by 6.13% Cu in contrast to the control,
the antioxidant activity decreased in both cultivars with application of Cu. At harvest was
observed that foliar application of nutrients modified response cv. Criolla. 25.85% Zn
increased plant height, Fe promoted the development of leaf area and dry weight of leaves
in 83.07% and 94.66% respectively in relation to the treatment of Cu. In developing cup,
the diameter increased due to 14.62% Fe and length and the number of the calyx-3.69% Zn
and 98.45% respectively. Chalices performance increased by 96.69% Zn and 54.7% for Fe.
The accumulation of N, K, Mg and Zn were favored in cv. Reyna Residence applying Fe.
In the nutraceutical properties of agueous extracts chalices found that cv. Reyna did not
change any of the variables studied with the application of ions, except in the nutrient
content, while in cv., Creole, the pH was modified by treatment effect of Cu and Zn to go
tendency to an increase alkalinity of 5.04% and 3.85% respectively, 93.10% ascorbic acid
was increased by treatment of Fe and 12.5% Brix were reduced by treatment effect of Cu
and Zn with respect to control. The anthocyanin content was increased to 27.34%
delphinidin and cyanidin in 23.52% of Cu effect. The results show that the spray of ions in
the seedling stage modified seedling development, nutrient content, and some
physicochemical variables anthocyanins. The answer in both cultivars is not similar.

Palabras clave: Hibiscus, DPPH, anthocyanins, nutrient content.
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LINTRODUCCION GENERAL

La jamaica, Hibiscus sabdariffa L., pertenece a la familia malvacea. Su origen es
Africa tropical y su cultivo se produce en México, Centroamérica, Sudamérica y el Sudeste
Asidtico (Peng et al., 2011). En México, la importancia de la jamaica se debe a los usos
potenciales que se le dan, ya que de los célices se obtienen concentrados, jugos, jaleas,
mermeladas, helados, licores, harinas, entre otros, ademéas de tener propiedades

medicinales, de cosmetologia y productos farmacéuticos (SAGARPA-ASERCA, 1999).

La composicion quimica y la cantidad de metabolitos secundarios de las plantas dependen
en gran medida de factores ambientales, cuando son sometidas a condiciones adversas, se
genera un efecto que desarrolla una respuesta en procesos fisiolégicos, bioquimicos y
metabolicos (Benavides et al., 2001). El cultivo de jamaica contiene alrededor de 18
compuestos fendlicos, entre los que destacan acidos como el L-ascérbico, araquidico,
citrico, estedrico y malico; ademas de pectinas, fitoesteroles y polifenoles (Sayago et al.,
2007). La alta concentracion de metabolitos secundarios en la flor de jamaica se asocia a
efectos terapéuticos positivos sobre el perfil lipidico, hipertension y aterosclerosis, de aqui
radica la importancia que se le ha dado en los ultimos tiempos (Guardiola y Mach, 2014).
La induccion controlada de estrés a través de compuestos sefializadores o prooxidantes es
una herramienta conocida, cada vez mas utilizada para explorar las respuestas fisiologicas
y metabdlicas adaptativas de las plantas (Kessmann et al., 1994). Esto da la posibilidad de
manipular la concentracién o cantidad relativa de los metabolitos a través de técnicas de
manejo agronomico. Por ello se considera factible su aplicacion con el propdésito de
promover y/o incrementar la biosintesis de compuestos en las plantas (Gantet y Memelink,

2002). En el caso de iones libres de metales, el factor inductor de la respuesta puede



ocasionar la acumulacion de radicales libres que lleva a cambios en el metabolismo redox

de las plantas (Stohs y Bagchi, 1995).

Este mecanismo de toxicidad de los metales pueden originar, a través de una cascada de
sefiales, la modificacién de la expresion genética y la obtencion de fenotipos con una
composicion quimica diferente (Benavides et al., 2002) y ya ha sido descrito para el Cu
(Mengel y Kirkby, 2001) y el Fe (Xing et al., 2010). Dentro de los compuestos que se
pueden formar en la planta a efecto del estrés oxidativo se encuentran los antioxidantes.
Los antioxidantes son sustancias sintéticas o naturales que se afiaden a productos para

retardar el deterioro causado por accion de los radicales libres (Huang et al., 2005).

Por lo antes mencionado, en el presente trabajo se evalud los efectos de la aplicacion foliar
de los iones Cu, Zn y Fe, sobre el desarrollo de plantulas, planta, produccion y calidad de

calices.



1.1. Objetivo general

e Evaluar la aplicacion foliar de cobre, zinc y hierro sobre el contenido nutrimental
de Hibiscus sabdariffa L., en diferentes etapas fenoldgicas y la produccion y
calidad nutracéutica de los célices.

1.2. Objetivos especificos

e Cuantificar la calidad nutrimental de plantulas de jamaica en funcion de las
aplicaciones foliares de cobre, zinc y hierro.

e Medir la respuesta fisioldgica de las plantas de jamaica asperjadas con zinc, hierro
y cobre en plantulas.

e Determinar el rendimiento y la concentracion de antocianinas y concentracion
nutrimental de los calices como respuesta a la aplicacion foliar a nivel de plantula
de cobre, zinc y hierro.

1.3. Hipotesis general

e La aplicacion via foliar de cobre, zinc y hierro en plantas de jamaica, incrementa el
desarrollo de las plantas y estimula la acumulacion de antocianinas al inducir un
estrés oxidativo.

1.4. Hipétesis especificas

e La absorcion foliar de cobre, zinc y hierro incrementan la calidad nutrimental de
las plantulas de Jamaica lo que da una alternativa para consumo como quelite.

e La aplicacion foliar de los tres metales en plantula producira respuestas diferentes
en el desarrollo de las plantas.

e El estrés oxidativo inducido por el cobre, zinc y hierro promueve la induccion y

acumulacion de antocianinas en los célices de jamaica.



CAPITULO 1. REVISION DE LITERATURA
1.1. El cultivo de la jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)

De la planta (Hibiscus sabdariffa L.) (Malvaceae) se obtiene una bebida sin
alcohol, generalmente llamado té rojo (Prenesti et al., 2007). La jamaica es originaria de

Africa y también se le conoce como Rosa de Jamaica, Rosa de Abisinia o Karkade.
1.1.1. Importancia cultural y econémica de la jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)

Esta planta es ampliamente cultivada en Africa, el sur de China, América Central
y se ha utilizado en alimentos y medicinas desde hace un largo tiempo (Sayago et al.,
2007). Los Estados Unidos de Norteamérica y Alemania son los principales mercados
consumidores de los calices secos de jamaica (Plotto et al., 2004). El céliz de jamaica de
mejor calidad, proviene de Tailandia y de Sudan; sin embargo, el principal proveedor es
China aun que el producto es menos confiable y con un menor control de calidad
(Mohamed et al., 2012). México es el séptimo pais productor de Jamaica a nivel mundial y
este cultivo es clasificado dentro del pais como un cultivo no tradicional, se encuentra

dentro del sector de especies y plantas medicinales (Gordillo, 2012).

Entre los principales estados productores de flor de jamaica de la Republica Mexicana
destacan: Guerrero, Oaxaca, Michoacan, Nayarit, Puebla entre otros. El estado de
Michoacan como el tercer productor, se encuentra representado por los municipios de La

Huacana, Tzitzio, Churumuco, Aquila, Tumbiscatio (SAGARPA, 2011).
1.1.2. Origen y clasificacion taxonomica

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L), cuyo nombre deriva del griego “hibiskos” que
significa malvavisco comun, se considera representante de la familia malvacea (Ortiz,

2009).



Su clasificacion taxonomica de acuerdo con Solérzano y Macario (2002) y USDA (2006).

Reino: Plantae
Sub-reino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Género: Hibiscus
Especie: sabdariffa L.

1.1.3.Caracteristicas botanicas

La jamaica es una planta arbustiva semilefiosa anual o bianual, puede alcanzar una
altura de uno a tres metros. Presenta abundantes tallos, ramificados, de corteza roja, con

hojas alternas de bordes irregulares aserrados (Sol6rzano y Macario 2002, USDA 2006).

Las flores son bisexuales, solitarias y sésiles en las axilas de las hojas, sus pétalos
segun la variedad son amarillo o rosa péalido con centro de color vino intenso y se
desprenden en uno o dos dias; la flor tiene numerosos estambres y un ovario superior de
cinco carpelos cerrados, al desprenderse los pétalos se desarrolla una fructificacion en

forma de copa (Soldrzano y Macario, 2002).

El fruto o infrutescencia consiste en un apice conico o caliz, de color rojo brillante
a oscuro, el cual estd conformado por cinco a siete sépalos ovalados que alcanzan de dos a
tres centimetros de largo. El caliz carnoso envuelve una capsula de forma ovoide, fibrosa

con vellosidades urticantes y en su interior puede contener hasta 20 semillas, las cuales son



reniformes con un color marrén oscuro a negro (Solorzano y Macario 2002, Lopez, 2004).
Los célices carnosos comestibles se recogen después de 15- 20 dias de floracion.
Una sola planta produce alrededor de 1.5 kg de calices, aproximadamente 8 ton ha™ y el

rendimiento de hoja puede ser aproximadamente de 10 ton ha* (Plotto et al., 2004).
1.1.4. Importancia nutracéutica y funcional de Hibiscus sabdariffa L.

La composicion fitoquimica de Hibiscus sabdariffa L. se asocia a efectos
antioxidantes, hipotensores y antiteroscleréticos debido a un alto contenido en polifenoles
(Guardiola y Mach, 2014). En los célices carnosos y de un color rojo intenso en estado
fresco se presentan altas concentraciones de acido L-ascorbico, acido araquidico, acido
citrico, acido esteadrico y acido malico, ademéas de pectinas, fitoesteroles (Sayago et

al.,2007) y al menos 18 compuestos fendlicos diferentes (Peng et al.,2011).
1.1.5. Requerimientos edafoclimaticos

La jamaica es un cultivo tropical y subtropical normalmente limitado a latitudes
entre 35° L N y 25° L S., a una altura de hasta 990 msnm, es una planta muy sensible a las
heladas, su intervalo de temperatura correspondiente al crecimiento es de 10 — 36 °C, con
un 6ptimo de entre 16 — 32 °C. Su requerimiento hidrico anual de precipitacion en etapa de
crecimiento es de 500 — 3500 mm, con un éptimo entre 1000 — 3000 mm. La jamaica es
una planta de buen desarrollo a plena luz del sol y no es tolerante a la sombra, con un
fotoperiodo de dia corto, ya que requiere de 12 a 12.5 horas de luz para la floraciéon y

produccién de frutos (FAO, 2007).

En funcidn a las condiciones edéaficas la jamaica requiere de un suelo permeable, de textura
franco arenoso, sin embargo se adapta a una variedad de suelos. No tolera las inundaciones

o0 el agua estancada. La jamaica reporta un intervalo de pH del suelo para su crecimiento de



4.5 a 8.5 con el 6ptimo entre 5.5 a 7.5 y bajo contenido de sales de <4 dS m-! (FAO,

2007).
1.2. Estrés abidtico en las plantas
1.2.1.Factores de estrés en las plantas

Las condiciones externas que afectan las plantas pueden ser bidticas o abidticas,
ya que provocan un exceso o déficit en el ambiente fisico o quimico, entre estas
condiciones se encuentra un amplio rango de estrés por la luz, bajas temperaturas, sequia,
salinidad, ozono, compuestos xenobioticos e infecciones por patdgenos, potencialmente
perjudiciales para las plantas (Breusegem et al.,2001). El estrés se identifica como una
afeccion que atenta a las condiciones dptimas para la vida. Esas condiciones producen
cambios en todos los niveles funcionales de los organismos. Desde un punto de vista
bioldgico, el estrés tiene un influencia amplia, refiriéndose a los cambios que alteran el

estado fisiologico de las plantas (Larcher, 1995).

Muchos factores ambientales pueden inducir estrés oxidativo en las células por generacion
de O2". Por lo tanto, la produccidén de antioxidantes constituye una importante respuesta de
adaptacion a soportar condiciones adversas, por lo que se considera que una alta capacidad
antioxidante en las células se relaciona con una mayor tolerancia frente a diferentes

condiciones de estrés (Thomas et al., 1999).

En el caso de iones libres de metales como factor inductor de estrés se puede esperar como

respuesta la acumulacion de radicales libres (Pinto et al., 2003).



1.2.2. Efectos del estrés bioquimico por iones en las plantas

Actualmente esta muy documentado que los elementos tales como Cu, Mo, Ni, Cl,
y Zn, entre otros, son esenciales en bajas concentraciones para el crecimiento vegetal.
(Reeves y Baker, 2000). Sin embargo, més alla de ciertas concentraciones umbral, estos
mismos elementos se vuelven toxicos para la mayoria de las especies de plantas (Blaylock
y Huang, 2000). La intoxicacién en plantas con metales induce el estrés oxidativo ya que
funciona como factor inductor en el mecanismo de generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), (Pinto et al., 2003) esto debido a la alteracion en la transferencia de
electrones durante los procesos de fotosintesis y respiracién (Silveira et al., 2005; Abdul et
al., 2009). Por ejemplo, los metales de transicion (Fe** y Cu?*) participan en el ciclo de
Haber- Weiss y producen H2 O2 (Winterbourn, 1982). Esto desencadena la degeneracion
de biomoléculas como los lipidos promoviendo su peroxidacion, fragmentacion de
proteinas, oxidacion de aminoacidos (Bartels y Sunkar, 2005), dafios a la estructura de los
acidos nucleicos, clorofila e inactivacion de las enzimas (Sairam y Tyagi, 2004; Gueta et

al., 1997).

1.2.3. El hierro, cobre y zinc como activadores del estrés oxidativo

El hierro es un oligoelemento esencial cuya importancia biologica surge de su
participacion en las funciones metabdlicas vitales al ser un componente de la hemoglobina,
la mioglobina y los citocromos (Sandberg, 2002). Mientras que el cobre y el zinc son
micronutrientes esenciales para la actividad de muchas enzimas y parte de las moléculas
que juegan un papel clave en el transporte de electrones en el aparato fotosintético (Raven

etal., 1999).

El Fe, Cu y Zn son metales esenciales que se suministran a las plantas en

concentraciones menores de 10 ppm; sin embargo, en sobredosis se cree que puede inducir



un estrés oxidativo, por un aumento en la concentracion en estado estacionario de las
(ROS) dentro de los compartimentos subcelulares de la célula de la planta que se derivan

del metabolismo de oxigeno (Sinha y Saxena, 2006).

El mecanismo de toxicidad de los metales en forma idnica fue descrito para el cobre
(Mengel y Kirkby, 2001), el hierro (Xing et al., 2010) y el zinc (Lasat et al., 2000). Se ha
reportado que el cobre produce estrés oxidativo, que inicia con la interrupcion del paso de
electrones en el fotosistema I, y provoca un dafio irreversible en la célula (Ke ,2007 y

Yruela 1996; De Vos et al., 1989.

En una investigacion realizada por Sinha y Saxena (2006), en la que indujeron
estrés en Bacopa monnieri L. modificando la concentracion de Fe en la solucion nutritiva
se observd que el estrés inducido por el hierro, promueve la peroxidacién lipidica y el
organo mas afectado fue la raiz. La enzima superdxido dismutasa aumenté en las plantas
tratadas con el metal, mientras que la actividad de la peroxidasa aument6 en las raices,
pero no en hojas, la enzima ascorbato peroxidasa y el contenido de acido ascérbico

incrementaron su concentracion en las plantas tratadas.

En T. arvense la toxicidad de Zn se relaciond con la escasa capacidad de esta
especie para acumular Zn?* en las vacuolas de las hojas (Lasat et al., 2000). El Zn?* en
exceso en las plantas puede afectar profundamente los sistemas homeostaticos al interferir
en la captacion, transporte y la regulacion de los iones esenciales (Wang et al., 2009) y
puede dar como resultado la interrupcion de los procesos metabdlicos como la fotosintesis,
por lo que se puede llegar a presentar una reduccion del crecimiento (Sagardoy et al.,

2009).

Paraddjicamente, estos metales trazas juegan un papel importante en el transporte

de electrones, en la actividad fotosintética en los tilacoides y participan en las enzimas que



eliminan las ROS como la ascorbato peroxidasa (APX) (Fe3*), superoxido Fe-dismutasa
(SOD) y Cu- Zn- SOD. Ademaés, son parte de los componentes esenciales de los
fotosistemas (Fe®**) o portadores de electrones moviles, tales como el hierro-citocromo Cs y
la plastocianina que contiene Cu (Pinto et al., 2003). Por otra parte, el zinc juega un papel
importante en el sistema de defensa de las células contra el estrés oxidativo, y por lo tanto
es un agente de proteccion contra la oxidacion de varios componentes vitales de la célula
tales como la clorofila y lipidos de la membrana (Cakmak, 2000), pero es toxico en altas

concentraciones (Wang et al., 2009).

Sinha y Saxena en 2006; sugieren que la ascorbato peroxidasa y el &cido ascorbico
juegan un papel importante en la defensa antioxidante en hojas de la planta Bacopa
monnieri L. ya que mostraron aumento coordinados en sus niveles al inducirse un estrés

oxidativo con hierro.
1.2.4 Mecanismos de defensa al estrés en las plantas

El dafio que sufre la planta por el estrés oxidativo va desde efectos multiples
como alta permeabilidad de la membrana celular lo que ocasiona la salida de potasio (De
Vos et al.,1989), inactivacion y dafios en proteinas y en casos extremos rupturas de la
cadena de ADN (Halliwell, 1987). Al momento de percibir el estrés, la planta, detiene
funciones fisiologicas basicas y reduce su vigor. El funcionamiento del sistema
antioxidante es relevante debido a su naturaleza protectora, al controlar la proliferacion de
especies reactivas de oxigeno. Este sistema incluye compuestos enzimaticos, asi como

metabolitos no enzimaticos (Adbul et al., 2009).

Se considera cuatro fases de la planta en respuesta al estres, la primera es la fase de
alarma donde detiene sus funciones. La segunda es la fase de resistencia donde la planta

adapta su metabolismo celular, se activa la maquinaria para la reparacion de las células
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dafadas y expresion de las adaptaciones morfolégicas adecuadas a las condiciones. La
tercera es la fase de agotamiento, que comprende el periodo en que la planta sobrevive a
las condiciones de estrés, pero al mantenerse por mucho tiempo, la capacidad de
resistencia se agota y la planta vuelve a detener sus funciones. La cuarta y Gltima fase es la
de regeneracion, que se da es cuando la situacion de estrés desaparece, las funciones
fisioldgicas pueden regenerarse y se puede alcanzar un nuevo estado fisiologico dptimo

para las condiciones presentes (Azcon y Talon, 2008).
1.2.5 Especies reactivas de oxigeno (ROS) y el estrés oxidativo

El metabolismo oxidativo, es un proceso bioldgico normal, y este es capaz de
generar radicales libres oxigenados, altamente reactivos, Ilamados especies reactivas de
oxigeno que incluyen el radical superoxido (O.), el peroxido de hidrogeno (H20>), el
radical 6xido nitrico (NO-) y el oxigeno singulete (1O2) (Murillo, 2002). Estas especies son
subproductos del metabolismo oxidativo y son una amenaza constante para todos los
organismos aerobicos. Todas las ROS son extremadamente perjudiciales para los
organismos a altas concentraciones ya que tienen la capacidad de oxidar proteinas, lipidos
y 4acidos nucleicos, a menudo conducen a alteraciones en la estructura celular y

mutagenesis (Halliwell y Gutteridge, 1999).

La produccion de ROS constituye una amenaza grave para organismos
fotosinteticos, ya que una fuente bioldgica comin de Oz es la reduccion de un solo
electron de oxigeno molecular por las cadenas transportadoras de electrones. Debido al
intenso flujo de electrones y en condiciones de alta concentraciones de iones metalicos y
oxigeno, las mitocondrias y cloroplastos son compartimentos altamente susceptibles a la

lesion oxidativa (Pinto et al., 2003).
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1.3. Generalidades de los compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos son compuestos biolégicamente activos, cuyo papel
estd asociado a la prevencién de varias enfermedades relacionadas a estrés oxidativo
como cancer, enfermedad cardiovascular (ECV) o neurodegenerativa (Scalbert et al, 2005
y Zhao, 2009). Estos compuestos son el producto del metabolismo secundario de las
plantas, que desempefian varias funciones de proteccion al ataque de herbivoros o
patdgenos y algunas veces como pigmentos atrayentes de polinizadores (Gordillo, 2012).
Los compuestos fendlicos incluyen desde compuestos con un solo anillo fenolico en su
estructura, como los acidos fenolicos, hasta compuestos altamente polimerizados. También
dichos compuestos pueden tener formas conjugadas (glucdsidos) con uno o mas residuos
de azucares y estos unidos a grupos hidroxilo o directamente al anillo fenélico (Scalbert et
al., 2005). Generalmente la estructura basica del esqueleto fendlico posee anillos
aromaticos con uno o mas sustituyentes hidroxilo y dobles enlaces conjugados que les

confieren sus propiedades antioxidantes (Russell, 2011).

1.3.1. Estructuras de los flavonoides

Dentro de los compuestos fendlicos, los flavonoides son el grupo méas extenso.
Actualmente se conocen alrededor de 5000 flavonoides provenientes de frutas y verduras.
Son sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y 3 de malonil-CoA por la ruta
del sikimato. Su forma general posee 15 atomos de carbono que consta de dos anillos
fenilo, unidos por un esqueleto de tres atomos de carbono, estructura C6-C3-C6 que en la

mayoria de las veces forma un anillo heterociclico (Harborne, 1993).

El grupo comprende antocianidinas, flavonoles, iso-flavonoles, flavonas, iso-

flavonas, flavanes, flavanoles, auronas, benzo-furones y cumarinas (Figura 1).
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Figura 1. A) Estructura de los flavonoides, flavan (C6-C3-C6) y B) El estado de oxidacion
de subgrupos de flavonoides. Modificado de Martens et al. (2010).

1.3.2.Caracteristicas de las antocianinas e importancia

Las antocianinas son pigmentos que estan en las vacuolas de los tejidos
epidérmicos de flores y frutos, que confieren una gama de colores: rojo, purpura o azul. Su
funcién en las plantas es de atraer a los insectos polinizadores. Ademas tienen una accion
protectora, antioxidantes y defensa de la planta (Chalker, 1999). Como miembro de los
flavonoides posee un esqueleto C6-C3-C6. En la naturaleza, es dificil encontrarlas debido a
su baja estabilidad (Prior y Wu, 2006). La estabilidad de las antocianas aumenta segun lo
hace el numero de metoxilos en el anillo B y disminuye con el nimero de hidroxilos
(Brouillard, 2010). Las antocianinas se caracterizan por su alto poder reductor y su rapida
biosintesis en respuesta a bajas temperaturas, radiacion ultravioleta o ataque de patdgenos

(Kon et al., 2003).
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1.3.3. Cianidina-3-sambubiosido y delfinidina-3-sambubiosido antocianinas

de Hibiscus sabdariffa L.

Las antocianinas se consideran como la principal fuente de antioxidantes en
jamaica (Tsai et al.,, 2002). Las dos antocianinas identificadas como cianidina-3-
sambubiosido y delfinidina-3-sambubiosido han sido reportadas como las principales
contribuyentes a la respuesta antioxidante, en las variedades rojas de jamaica (Christian y
Jackson., 2009). Estos pigmentos son bastante inestables tanto en el procesamiento como
en el almacenamiento, factores como la luz, pH, temperatura, oxigeno, &cido ascérbico y el

azucar, influyen en su degradacion o estabilidad (Tsai et al., 2004).

1.3.4. Analisis y extraccion de antocianinas

Las antocianinas se extraen con disolventes como etanol o metanol, adicionando
una pequefia porcion de acido con el fin de obtener la formacién de cation flavilo que es
estable en medios acidos (Metivier et al., 1989) y también se pueden extraer en agua a
ebullicién (Tsai et al., 2002). Las extracciones se pueden realizar a partir de frutos
deshidratados, liofilizados o incluso congelados. Actualmente se utilizan nuevas técnicas
para extraer las antocianinas con el uso del microondas, fluidos supercriticos y por alta

presion (Zou et al., 2012).
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CAPITULO II. DESARROLLO DE PLANTULAS DE JAMAICA (Hibiscus

sabdariffa L.) INDUCIDAS A ESTRES OXIDATIVO POR IONES METALICOS
RESUMEN

Se evalud el efecto de la aplicacion foliar de Cu, Zn y Fe en el desarrollo de plantulas de
jamaica de los cultivares: Reyna Morada y Criolla, cultivadas en invernadero. A partir del
26 DDS, semanalmente se midio: el area foliar, peso seco, altura de planta, diametro de
tallo y volumen radicular. Con los valores de area foliar y peso seco se calcularon la razén
de éarea foliar (RAF), razon de peso foliar (RPF), area foliar especifica (AFE), tasa de
asimilacion neta (TAN) y tasa de crecimiento relativo (TAC); ademas, se determind la
capacidad antioxidante por el método del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) y se
hizo un andlisis nutrimental, ambos, en plantulas de 46 DDS. El cv. Reyna Morada
respondid mas a las aspersiones foliares como lo determinan los indices de crecimiento,
con la aplicacion del Fe la RAF incremento 17.71 % y AFE en 22.72 % en comparacion
al control. En el indice de RPF, el control fue estadisticamente diferente a los tratamientos
de los iones. La TAN fluctud por efecto de los tres iones durante la evaluacion del
experimento La TAC se incrementd 6.13 % por el Cu en contraste el control. En cuanto a
la actividad antioxidante el tratamiento de Cu redujo dicha capacidad en ambos cultivares.
Y por ualtimo el contenido nutrimental en cv. Reyna Morada, el Fe y Zn modificaron la
concentracion de Ca y Mg. y en el caso del tratamiento de Cu promovidé una mayor

acumulacion del mismo como efecto de la aspersion.

Palabras clave: estrés oxidativo, DDPH, indices de crecimiento.
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LINTRODUCCION

La Jamaica es una planta herbacea, anual, de fotoperiodo corto, perteneciente a la
familia Malvécea (Ojeda et al., 2012); propia de climas subtropicales secos. Su uso esta
enfocado a los célices deshidratados, apreciados comercialmente por sus extractos de
color rojo, de gran importancia en la industria de alimentos y farmacéutica (Galicia et al.,
2008). Su cultivo se extiende por México, Centro y Sudamérica asi como en el Sudeste
Asiatico (Guardiola, 2014). En México, ubicado en el séptimo lugar de la produccién
mundial (5.15 % del total), con un rendimiento promedio de 256 kg.ha™ la produccion se
concentra en los estados de Guerrero, Oaxaca, Michoacan, Nayarit y Puebla (Cid y
Guerrero, 2012), (Ariza et al., 2014).
Es comdn encontrar preparados comerciales de concentrados de calices y hojas para
preparar infusiones (Crozier et al., 2009). En la medicina tradicional su consumo como
infusion se ha posicionado con alta aceptacion, ya que diversas investigaciones evidencian
un efecto terapéutico de los extractos de esta especie sobre el estrés oxidativo, perfil
lipidico, hipertension y aterosclerosis; debido a su alta concentracion de compuestos
fenolicos (Guardiola, 2014).
La composicion y la cantidad de metabolitos secundarios de las plantas dependen en gran
medida de factores ambientales, pues cuando son sometidas a condiciones adversas, se
genera un efecto que desarrolla una respuesta en procesos fisiologicos, bioquimicos y
metabodlicos (Benavides et al.,, 2001). Esto indica la posibilidad de manipular la
concentracion o cantidad relativa de los metabolitos a través de técnicas de manejo
agronémico. La induccién controlada de estrés por medio de compuestos sefializadores o
prooxidantes es una herramienta conocida, cada vez méas utilizada para explorar las

respuestas fisiologicas y metabolicas adaptativas de las plantas (Kessmann et al., 1994).
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Por ello se considera factible su aplicacion para promover y/o incrementar la biosintesis de
compuestos de interés en las plantas (Gantet y Memelink, 2002).

En el caso de iones libres de metales, el factor inductor de la respuesta puede ocasionar la
acumulacién de radicales libres que lleva a cambios en el metabolismo reddx de las plantas
(Stohs y Bagchi, 1995). La toxicidad de los metales en forma ionica pueden originar, a
través de una cascada de sefiales, la modificacion de la expresion genética y la obtencion
de fenotipos con una composicion quimica diferente (Benavides et al., 2002), como ha sido
descrito para el Cu (Mangel y Kirkby, 2001) y el Fe (Xing et al., 2010).

Entre los compuestos que se pueden formar en la planta por efecto del estrés oxidativo se
encuentran los antioxidantes, sustancias sintéticas o naturales que se afiaden a algunos
productos para retardar el deterioro causado por los radicales libres (Huang et al., 2005).
La produccién de plantulas de jamaica puede ser una buena opcién para el consumo de esta
especie en México como ocurre en diversos paises de Africa, donde esta préactica es muy
comudn. Ademas, el extracto de las hojas en lugar de los calices representa una posible
fuente de mayores compuestos polifendlicos (Da Costa et al., 2014) y puede ser redituable,

siempre y cuando se proporcione un buen manejo agronémico.

En la produccion de plantulas, es importante que el cultivo se desarrolle en un ambiente
microclimatico que favorezca la produccién, con la obtencion de plantas sanas y vigorosas,

aspectos importantes en un sistema de produccion intensivo (Ayala y Valdez, 2008).

Para evaluar el efecto ambiental en el crecimiento y desarrollo de las plantas, se cuenta con
el andlisis de crecimiento vegetal (Mora et al., 2005); disciplina relacionada con la
Ecofisiologia y la Agronomia que incluye términos y herramientas de calculo (Cuellar y
Arriata.,, 2010) mediante los cuales han sido descritos cambios en caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas y reproductivas de muchas especies de plantas (Quintero y

Barraza, 2009).
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Con base en lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto de las
aspersiones foliares de Cu, Zn y Fe en plantulas de jamaica de los cultivares Reyna Morada
y Criolla, cultivadas en invernadero en el desarrollo, contenido de antioxidantes y

contenido nutrimental.
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ILMATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd en el invernadero y laboratorios de Nutricion
Vegetal y Tecnologia Postcosecha del Colegio de Postgraduados (CP), Campus
Montecillo, ubicado a 19° 29’ latitud norte y 98° 54’ longitud oeste, en Montecillo,

Texcoco, Estado de México.
2.1. Obtencion de material vegetal

Se utilizaron plantulas obtenidas de semilla de los cultivares Criolla y Reyna

Morada, donada por productores del municipio de la Huacana, en Michoacan, México.

La jamaica cv. Criolla, posee flores con pétalos rosa palido con bordes amarillo claros; las
anteras maduras son amarillo claras y el estigma es rojo oscuro. Su céliz, es de color rojo
oscuro al momento de la cosecha, mide de 1.4 a 6.0 cm de largo y de 0.5 a 2.5 cm de
didmetro. La semilla es de color café oscuro, y de forma arrifionada; el peso de 100
semillas varia de 1.4 a 2.1 g; el ciclo de este cultivo hasta la cosecha es de 160 a 180 dias

(Ariza et al., 2014).

El cv. Reyna Morada, presenta flores de color amarillo rosado y caliz rojo intenso, que
alcanza hasta 7.5 cm de largo y de 5.95 g de peso, en promedio puede alcanzar un
rendimiento de 70-80 g planta y su ciclo hasta la cosecha es de 150-165 dias (Diaz y

Ramos, 2011).
2.2. Preparacion del experimento

Previo a la siembra, las semillas de cada cultivar se desinfectaron con 10 gotas L
(v/v) de Hipoclorito de sodio comercial (6%), durante 15 minutos, se enjuagaron con

agua destilada y se colocaron en una solucion de 10 gotas L™ (v/v) de Microdin ® (plata
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ionizada), en la cual se mantuvieron durante 15 minutos, se enjuagaron nuevamente y al

final se colocaron en agua destilada durante 6 h para su imbibicién.

Las semillas, ya embebidas, se colocaron en charolas de polipropileno rigido con 50
cavidades redondas, con dimensiones de 52.7 cm de largo, 26. 19 cm de ancho, 6.0 cm de
altura y 4.28 L de volumen por charola. En total se requirieron seis charolas por cultivar.
Se utilizd6 como sustrato turba Sphagnum. Las charolas se regaron a diario con agua
destilada hasta la germinacion y formacion de hojas verdaderas. Posteriormente, el riego se
hizo con la solucion nutritiva de Steiner (Steiner, 1984), cuya composicién base fue es e
(meg:-litro): 12 NO3, 1 HoPO4, 7 SO4%, 7 K, 4 Mg y 9 Ca 'y micronutrimentos), cuando salen las
hojas verdaderas el riego se hizo con la solucion a 25%, durante 12 dias, al 50 % por 15
dias y al 100 % hasta finalizar el experimento. Las charolas se mantuvieron dentro de un
invernadero de estructura metélica tipo tinel con 3 m de ancho x 6 m de largo por 3.5 m

de altura.
2.3. Manejo del experimento

En el alméacigo, las aspersiones correspondientes a cada uno de los tratamientos (Fe,
Cu y Zn) del experimento se realizaron a los 18, 26, y 40 dias después de la siembra
(DDS).utilizando como fuentes Zn SO4. 7H20, CuSO4, Fe EDTA 13%. En cada solucion

se agreg6 como adherente 1 cc L™ de Inex ®.
2.4. Tratamientos evaluados

Se probaron cuatro tratamientos (Cuadro 1), con 50 plantulas por tratamiento,

que se evaluaron paulatinamente a los 26, 32, 39 y 46 DDS.
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Cuadro 1. Tratamientos utilizados en plantulas de jamaica de los cultivares Reyna Morada

y Criolla.
Tratamientos Descripcion

1 Plantas sin aplicaciones foliares en alméacigo. Control

2 Plantas tratadas en almacigo con fertilizacion foliar de Cu*? (0.15
%)

3 Plantas tratadas en almécigo con fertilizacion foliar de Zn*2 (0.15
%)

4 Plantas tratadas en almacigo con fertilizacion foliar de Fe™ (0.075
%)

2.5. Analisis de crecimiento vegetal

Alos 26, 32, 39 y 46 DDS se cosecharon de cada tratamiento y cultivar diez
repeticiones, y se midio didmetro y longitud de tallo, volumen radicular, area foliar y peso
seco (en estufa de aire forzado por 72 horas a 70 °C), algunos de estos datos se utilizaron
para calcular los indices de crecimiento considerados. El diametro de tallo se midi6 con
un vernier digital Truper ®; en la base del tallo, inmediatamente arriba del cuello de la
raiz (en mm) mientras que la longitud del mismo se obtuvo midiendo desde la base del
tallo hasta la punta del apice (en cm). El volumen de raiz se determin6 empleando probetas
graduadas de 10 y 50 mL; para ello se separ06 la raiz de la parte aérea, se retird el exceso de
sustrato, se coloc6 un volumen de agua en la probeta, con la ayuda de una pinza de
relojero se sumergio la raiz y se registro el volumen final alcanzado (cm3). Para medir el
area foliar se retiraron las hojas verdaderas y cotiledoneas del tallo, se colocaron en una
hoja blanca con una linea de referencia de 1 cm y se capturd una imagen por planta. Se
utilizé una camara FUJIFILM® modelo Fine Pix JX500 14 mega pixeles, las imagenes se

guardaron en formato JPEG y se procesaron en el software ImageJ® (Apéndice A)
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2.6. Indices de crecimiento calculados

Los indices de crecimiento calculados fueron: razén de area foliar (RAF), que se define
como la relacion de area foliar y el peso total de la planta, se expresa en m? (hoja) kg*
(planta). Area especifica foliar (AEF) definida como la razon entre el area de la hoja y su
peso seco. Razdn de peso foliar (RPF) es un indice de la cantidad de follaje de la planta,
expresado con respecto a su peso total. Tasa de asimilacion neta (TAN) que se define como
la tasa de incremento en el peso seco de la planta por unidad de éarea foliar, se expresa en
kg (planta) m (hoja) dia™! y Tasa absoluta de crecimiento (TAC) que es igual al area foliar

posterior menos el area foliar inicial entre el periodo de tiempo entre ambas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Ecuaciones para el calculo de los indices de crecimiento

Indices de crecimiento Ecuacion Unidades
Razon de area foliar (RAF) = Aft/Pst cm?.gt
Razén de peso foliar =Psh /Pst 0.g°
(RPF)

Area Foliar Especifica =1/(Af)-[(P2 - Po)/(t2 - t1)] cm?.gt
(AFE)

Tasa de Asimilacién Neta = Psp-Psi/Afo-Af1* In (Psz)-  g-m%dia?
(TAN) In (Ps1)/t2-t1

Tasa absoluta de

Crecimiento (TAC) = Af -Afi/t cm?dia !

Aft: rea foliar total, Pst: biomasa seca total, Psh: biomasa seca de hojas, Ps; y Ps;: biomasa seca de la plantula al final y al inicio de un
periodo determinado, t1 y t2: tiempo transcurrido entre dos muestreos, Af, y Af;: area foliar por plantula al final y al inicio del mismo
periodo y In: logaritmo natural.

2.7. Actividad antioxidante

De las diez plantas cosechadas de cada tratamiento y muestreo, se destinaron tres
para determinar esta variable, pero para ello, previo al analisis se colocaron a — 70 °C para
asegurar su conservacion hasta su procesamiento. La actividad antioxidante se evalué por
el método del radical libre DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazil), (Brand et al., 1995),

(APENDICE B).
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2.8. Contenido nutrimental

El contenido nutrimental se determiné en hojas muestreadas 46 DDS. Después de
cosechadas las plantas, se les separaron, secaron y molieron las hojas. Los nutrimentos
analizados fueron N, P, K, Ca y Mg, Fe, Cuy Zn. La determinacion de N se hizo por el
método Kjeldahal. Para las determinaciones de Fe, Cu, Zn, P, K, Ca y Mg, se realizé la
digestion humeda con una mezcla de &cido nitrico y perclorico (relacion 2:1, v: v),
(Alcantar y Sandoval, 1999), el extracto obtenido se leyd en el espectrofotometro de

emision atomica de induccion con plasma acoplado (ICP-AES VARIAN Liberty™ II).

2.9. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos fueron analizados de la siguiente forma: los indices de
crecimiento se analizaron con el procedimiento anélisis de varianza (ANOVA), mediante
el programa estadistico SAS Institute version 9.0 (SAS, 2004) y se ajustaron mediante
funciones polinominial de segundo orden, con la ayuda del software Curve expert®.En los
graficos que se presentan en el presente trabajo se representa el promedio obtenido de siete
repeticiones. En la capacidad antioxidante se realiz6 un analisis de parcelas divididas, en el
contenido nutrimental un ANOVA vy las medias fueron comparadas por la prueba de Tukey

(P <0.05).
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IILRESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Condiciones de humedad y temperatura

Las condiciones de humedad y temperatura dentro del invernadero, tuvieron un
promedio de 25.50 ° C y 49.39 % humedad relativa, durante el desarrollo del presente
experimento (Figura). De acuerdo con Da costa et al. 2014, la jamaica se desarrolla con
una temperatura minima de 20 °C y una humedad relativa del aire de aproximadamente 70
a 85 % (% HR), por lo que este experimento se desarrollé bajo condiciones de temperatura
favorable, pero la humedad relativa fue mas baja de lo recomendada y de acuerdo con
Sanchez y Aguirreolea (2008), las hojas al sufrir un déficit hidrico, debido a que el
suministro de agua no se mantiene al mismo nivel que la transpiracion, pueden sufrir un
efecto indeseable: la inhibicion de la fotosintesis, como consecuencia de la reduccion del
suministro de ATP y fijacion de COy, sin embargo de ser un error experimental fue

homogéneo para todo el experimento.

3.2. Analisis de crecimiento vegetal

En el cv Reyna Morada, los analisis estadisticos de los datos obtenidos a los 46
DDS, indicaron diferencias estadisticas en diametro del tallo, volumen radical y peso seco.
Con la aplicacion foliar de Cu, el didmetro de tallo resultdé 7.06 % mayor y el volumen
radical 14.58% en comparacion con el control. Los valores mas bajos de peso seco
correspondieron a los tratamientos con Fe y Zn. De acuerdo con lo anterior, el tratamiento
con Cu no indujo ningun tipo de estrés en la planta, a diferencia del Zn y Fe, que
manifestaron el grado de agobio provocado, al disminuir el desarrollo de la jamaica en
diametro de tallo, volumen radical y peso seco (Cuadro 3)

El desarrollo de raiz por el Cu, puede ser como lo menciona Joo (2006), al observar

que metales como el Pb y el Cu se acumulan principalmente en las raices, y solo pequefias
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cantidades se transportan al brote, lo que pudo haber llevado a una mayor actividad del Cu
en esa zona Yy al no presentarse agobio por este elemento, no debid haber dafio en la tasa de
fijacion de CO2 por la plastocianina la principal proteina que contiene Cu (Kirkby vy
Romheld, 2007), de modo que el contenido de almiddén y carbohidratos en la planta no se
redujeron como con los otros iones. Por otro lado el efecto negativo del Zn y Fe sobre el
crecimiento, se puede deber a que el primero en cantidades en exceso, puede afectar los
sistemas homeostaticos ionicos normales al interferir con la captacion, el transporte asi
como en la regulacion de los iones esenciales y llevar a la interrupcion de los procesos
metabolicos como la fotosintesis y repercutir sobre el crecimiento (Cherif et al., 2012).
Mientras que el Fe, ejerce efecto sobre los procesos de respiracion y la fotosintesis, donde
participa en la transferencia de electrones a través reacciones redox reversibles, por lo que
un desbalance en la cantidad adecuada del Fe, puede llevar a la desestabilidad de dichos

procesos (Kim y Guerinot., 2007).

Cuadro 3. Efecto de los tratamientos evaluados, sobre las variables de crecimiento vegetal
medidas directamente en plantulas de jamaica cv. Reyna Morada, 46 DDS.

Tratamiento Diametro Longitud Volumen Area foliar Peso seco

detallo  detallo radicular (cm?) (9)
(mm) (cm) (cm?®)

Control 3.67ab 10.42a 5.21 ab 27.05a 0.83a

Cu 3.93a 11.76 a 5.97a 27.84 a 0.90 a

Zn 3.40b 11.38a 4.75 bc 25.12 a 0.77 ab

Fe 3.49b 10.98 a 3.82c 22.64 a 0.64b

DMS 0.35 1.35 1.11 6.91 0.16

Medias con letras distintas en la misma columna, indican diferencias significativas (Tuckey, 0.05). DMS = diferencia minima

significativa.

En la variedad Criolla, la aplicacién de Fe disminuyd significativamente el
volumen radicular en 25.47 % y el peso seco se redujo 14.48 % respecto al testigo, aspecto

similar al cv. Reyna Morada (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Efecto de los tratamientos evaluados, sobre las variables de crecimiento
vegetal medidas directamente en plantulas de jamaica cv. Criolla 46 DDS.

Diametro de Longitud de Volumen Area foliar Peso seco
tallo tallo radicular (cm®) (cm?) (9)
(mm) (cm)
Control 3.50a 10.28 a 542 a 24.39 a 0.76 ab
Cu 3.52a 10.78 a 492 ab 26.35a 0.82a
Zn 342a 9.76 a 491 ab 2354 a 0.77 ab
Fe 3.42 a 10.94 a 4.04b 24.39 a 0.65b
DMS 0.34 1.26 1.07 4.44 0.14

Medias con letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (Tuckey, 0.05). DMS = diferencia minima

significativa.

3.3. Efectos en los indices de crecimiento

El efecto de los tres iones fue diferente en cada indice de crecimiento y

diferente tambien para cada cultivar.

3.4. Razon de area foliar (RAF)

El tratamiento foliar de Fe fue el que produjo una RAF de 74.83 cm? g, yen cv
Criolla de 76.46 cm? g%, que fue superior en 17.71 % y 12.60% respectivamente mas que
el control. Esta respuesta de las plantulas se atribuye a un mayor desarrollo de las hojas en
menor tiempo con la aplicacién de hierro que permitié a la planta constituir un area foliar
en virtud de una oferta suficiente de nutrientes (Cuadro 5). Cabe recordar que la mayor
parte del Fe activo dentro de la planta participa en las reacciones redox de cloroplastos,
mitocondrias y peroxisomas, componentes importantes para la produccién de clorofila y
energia de la planta implicados directamente en el desarrollo vegetativo de las planta

(Benavides, 2000).
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Cuadro 5. Efecto de los tratamientos en la razon de area foliar (RAF), en plantulas de

jamaica de los cv. Reyna Morada y Criolla.

Tratamiento Reyna Morada Criolla

RAF
cm? g-l
Control 63.577 ab 67.905 a
Cu 66.516 ab 64.039 a
Zn 54.217 b 63.906 a
Fe 74.837 a 76.467 a
DMS/HSD 12.999 14.084

Medias con la misma letra, dentro de columnas, son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P <0.05.

Al observar el comportamiento de la RAF asociada con cada tratamiento a través
del tiempo (Figura 1 A y B), en todos los casos se muestran curvas descendentes cuyo
ajuste a modelos exponenciales tuvo R? mayores de 0.66. Estas tendencias indican que, la
RAF fue mayor al principio y disminuy6é conforme fue transcurriendo el tiempo, hasta
alcanzar valores minimos 46 DDS. Esto parece indicar que cuando las plantas son mas
jévenes, el aumento de tamafio (en este caso del area de la hoja) esta dado por un aumento
solo de volumen (tejidos mas suculentos), pero conforme ésta va madurando se empieza
acumular mas materia seca tanto en hojas como en raices, por lo que el valor del indice
disminuye. Por otro lado, aunque no se hicieron comparaciones estadisticas entre curvas,
las diferencias significativas detectadas en los valores promedio de la RAF entre los

tratamientos con Fe y Zn son muy evidentes en los primeros muestreos (Figura 1a).
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Figura 1. Comportamiento de la RAF a través del tiempo, con relacion a la aplicacion

foliar de tres iones metédlicos en plantas de jamaica
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‘Reyna Morada’ (A) y
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3.5. Razon de peso foliar (RPF)

El tratamiento control en el cv. Reyna Morada, fue el que presento una mayor RPF
de hasta 0.822 g.g%, los otros tratamiento tuvieron un valor menor de RPF, el que presento
una menor acumulacion fue el de Fe de 0.792 g.g™%, que corresponde a 3.65 % menos. Lo
que indica que el tratamiento de Fe promovié una menor acumulaciéon de materia seca en
la 1dmina foliar, respecto a la materia seca total acumulada en la planta esto puede deberse
a que la planta presento una mayor acumulacion de peso en el tallo y pequefias ramitas,
esto para poder ir consolidando una estructura mas fuerte al ir incrementando de tamafio.
La acumulacion de materia seca se considera un criterio apropiado para medir el

crecimiento y la magnitud del sistema de asimilacién de la planta (Taiz y Zeiger, 1991).

El cv. Criolla no presento diferencias significativas para RPF, al parecer el cultivar no es
susceptible a presentar efecto ninguno de los tratamientos sobre la acumulacion de materia

seca (Cuadro 6).

Cuadro 6. Cuadro de separacion de medias de Tukey para RPF promedio en pléantulas de
jamaica, cv. Reyna Morada y Criolla asperjadas con iones metalicos Cu, Zn'y

Fe.

Tratamiento Reyna Morada Criolla

RPF

g.g*
Control 0.822 a 0.804 a
Cu 0.810 ab 0.807 a
Zn 0.804 ab 0.804 a
Fe 0.792 b 0.789 a
DMS/HSD 0.0188 0.0214

Medias con la misma letra, dentro de columnas, son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P < 0.05.

Las tendencias indican un aumento para RPF hacia el dia 32 DDS, después a este,
se presentd una reduccion. Al inicio las plantulas contaban con sus hojas cotiledonares,
mismas que se mantuvieron y fueron entrando a la senectud conforme pasaba el tiempo, al

dia 46 DDS las hojas permanecian unidas a los tallos pero ya eran senescentes , las hojas
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verdaderas se fueron desarrollando progresivamente, sin embargo al dia 34 comenzé una
reduccion de este indice, mismo que pudo haberse debido a la translocacion de materia
seca desde las hojas a la estructura de las nuevas ramas que darian soporte a nuevas hojas
que estaban presentes al dia 46 DDS, hojas que tenian un bajo contenido de materia seca
ya que eran muy jovenes y no eran fotosintéticamente activas, los valores de R2, fueron

por debajo de 0.74 (Figura2 Ay B).
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Figura 2. Dindmica de la razon de peso foliar (RPF) en jamaica en funcion de las

aspersiones de Cu, Zny Fe. A) cv. Reyna Morada y B) cv. Criolla.

3.6. Area foliar especifica (AFE)

El mayor valor promedio de AFE en el cv. Reyna Morada con diferencias significativas,
fue el del tratamiento de Fe con 94.520 m?g?, que corresponde al 22.57 % mas que el
control. Estadisticamente se form6 un segundo grupo que ocupo el tratamiento de Cu con
una AFE de 81.263 que correspondi6 a 5.38 % mas que el control. Lo que indica que el Fe
promovid la asignacion de recursos a la planta, en algunos casos esos recursos se pueden
destinar a defensas (barreras) fisicas para evitar la herbivora, ya que dicha proteccion es
importante en plantas cultivadas (Granados et al., 2008). El tratamiento de Zn se comporto
de forma similar al control. El cv. Criolla presento la misma tendencia, sin embargo no se

presentaron diferencias significativas entre sus tratamientos, la disminucion en el AFE
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implica mayor dureza debido a hojas mas gruesas y/o mas densas (Granados et al., 2008).

(Cuadro 7).

Cuadro 7. Cuadro de separacion de medias de Tukey para la AEF para plantulas de
jamaica, cv. Reyna Morada y Criolla asperjadas con iones Cu, Zn y Fe.

Tratamiento Reyna Morada  Criolla

AFE

m? g’
Control 77.109 b* 84.890 a
Cu 81.263 ab 78.554 a
Zn 66.946 b 78.531 a
Fe 94.520 a 96.162 a
DMS/HSD 17.153 18.555

Medias con la misma letra, dentro de columnas, son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P < 0.05.

El AFE para las plantulas de jamaica en los dos cultivares presentaron una

tendencia decreciente conforme trascurria el tiempo (Figura 3).
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Figura 3.Tendencia del area foliar especifica (AFE), promedio para plantulas de jamaica,
en la evaluacion de los iones metalicos Cu, Zn y Fe. A) Reyna Morada y B)
Criolla.

Como ya se sabe este indice esta relacionado con la distribucién y asignacion de
asimilados dentro del proceso de fotosintesis y es una variable que interfiere en el
crecimiento de las plantas (Caldwell., 1994). Los valores del AFE indican una mayor
cantidad de area foliar por peso de hoja al inici6 y fue disminuyendo conformé transcurria
el tiempo. Cabe recordar que las hojas jovenes son estructuras dependientes, ya que
importan y consumen nutrientes provenientes de las reservas de las raices y otros tejidos y
al ir madurando, estas hojas se convierten en un exportador neto de nutrientes, que las lleva

a alcanzar un maximo de produccion antes de la senescencia (Granados et al., 2008).

3.7. Tasa de asimilacion neta (TAN)

Los valores de TAN para plantulas del cv. Reyna Morada se presentan en la Figura
4, en la que se observa que la diferencia entre los tratamientos empieza a ser notoria a

partir del periodo 32-39 DDS. Durante el desarrollo de las plantulas los valores de TAN
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mas altos se presentaron por varios tratamientos, para el primer periodo del dia 32 que
comprende del dia 26 al 32 la TAN mas alta fue por el tratamiento de Zn con 0.0015 g cm-
2 dia-1, en el siguiente periodo del 39 (32-39) la TAN mas alta fue por el tratamiento de Cu
con 0.0026 g cm-2 dia-! y en el Gltimo periodo de 46 (39-46) el control present6 una TAN
de 0.003 g cm-? dia-!, mientras la menor TAN fue el tratamiento de Fe con un valor de

0.0023 g cm-2 dia-! que corresponde a 25.81 % menos que el control (Figura 4 A)

Por otra parte para el cv. Criolla la TAN (32) fue mas alta por el tratamiento de Cu con
0.0009 g cm-2 dia-1, al periodo del dia 39 la TAN maés alta fue para Zn con 0.0023 g cm-2
dia-* y en el Gltimo periodo del dia 46 fue para el control 0.00314 g cm-2 dia-1. Al igual
que el otro cv., el tratamiento mas bajo en TAN fue el Fe, que presento un valor de 0.0023
g cm-2 dia-1, que corresponde al 25.81 % (Figura 4 B). Asi bien se puede observar que las
plantulas de jamaica, tuvieron un desarrollo normal. La fluctuacion de la TAN por los
tratamientos pudieron haberse desencadenado como una minima modificacion en la
fotosintesis, sin embarg6 el mayor efecto negativo como ya lo vimos fue provocado por el
Fe, este fendbmeno pudo haberse generado, a una cuestion directamente relacionada con
este elemento, que como ya lo mencionamos juega un papel importante en la fotosintesis,
no solo por su accion en la sintesis de clorofilas, también, por su influencia en la
morfologia de los cloroplastos (Marschaner, 1987) y que en este indice se traduce como la
induccion del Fe a una menor cantidad de biomasa acumulada en funcion del area foliar y
el tiempo, que puede deberse a una menor eficiencia de las hojas para producir nuevo

crecimiento vegetal (Diaz et al., 2013).
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Figura 4.Tendencia de la tasa de asimilacion neta (TAN) para plantulas de jamaica, en la
evaluacion de los iones asperjados Cu, Zn y Fe. A) Reyna Morada y B) Criolla.

3.8. Tasa absoluta de crecimiento (TAC)

La tasa absoluta de crecimiento muestra como es el desarrollo del &rea foliar en la
planta en funcion del tiempo. La TAC en el cv. Criolla se incrementd gradualmente

conforme pasaba el tiempo, el tratamiento de Cu obtuvo la mayor TAC de 1.73 cm™2 dia*
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que fue 6.13 % superior al testigo, en la menor TAC fue por el tratamiento de Fe con 0.91
cm? dia® que corresponde a 43.18 % menos que el control (Figura 5). La tendencia nos

indica que el Zn mantuvo una mejor correlacion entre su efecto y la TAC con un valor de

R2 de 0.99.
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Figura 5.Tendencia de la tasa absoluta de crecimiento (TAC) para plantulas de jamaica cv.
Reyna Morada, en la evaluacion de los iones asperjados (Cu, Zn y Fe).

En el cv. Criolla, el tratamiento de Cu, fue el que presento una mayor TAC con un valor de
1.55 cm? dia!, que representa el 15.67 % mas que la TAC del tratamiento control. El Cu
desempefia funciones cataliticas, siendo parte de varias enzimas importantes esta presente
en la plastocianina de los cloroplastos, un componente importante del sistema
transportador de electrones de la fotosintesis (Medina et al., 1999). Mientras que la TAC
mas baja, se present6 por efecto del tratamiento de Zn con 1.30 cm? dia® que corresponde

a2.99 % menos que el control, con un valor de R? de 0.63 (Figura 6).
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Figura 6.Tendencia de la tasa absoluta de crecimiento (TAC) para plantulas de jamaica cv.
Reyna Morada, en la evaluacion de los iones asperjados (Cu, Zn y Fe).

3.9. Actividad antioxidante por fecha de muestreo

La capacidad antioxidante evaluada indica el porcentaje de antioxidantes activos
en las hojas de las plantulas que inhiben la actividad del radical libre DPPH (Cuadro 8). El
analisis estadistico mostré que la mayor cantidad de antioxidantes en las plantulas de
jamaica del cv. Reyna Morada se encontraron al dia 32 DDS, después de esta fecha el dia

39y 46 se reducen en 31.71 % y 27. 22 % respectivamente.
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Cuadro 8. Cuadro de separacion de medias de Tukey para la capacidad antioxidante en
plantulas de jamaica, cv. Reyna Morada y Criolla asperjadas con iones Cu, Zn
y Fe, en cuatro fechas de muestreo.

Reyna Morada Criolla
Muestro
% de inhibicion del radical
26 DDS 7470 b 74.42 a
32 DDS 89.68 a 80.61 a
39 DDS 61.25¢ 60.84 b
46 DDS 65.27 Cc 59.38 b
DMS 7.30 11.65

DMS= Diferencia minima significativa. Medias con la misma letra, dentro de columnas, son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey

auna P <0.05.

3.9.1. Capacidad antioxidante por efecto de los tratamientos

Dentro de las cuatro fechas de muestreo el cv. Reyna Morada, solo presento
diferencias significativas en dos muestreos, en el primero el tratamiento de Zn presento
5.85 % mayor contenido de capacidad antioxidante que el control. EI Cu y Fe, formaron un
segundo grupo donde incrementaron la capacidad en 3.43 y 3.36 % respectivamente
(Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de capacidad antioxidante como efecto de las aspersiones de tres
iones (Cu, Zn y FE) en hojas de plantulas de Hibiscus sabdariffa L., cv. Reyna
Morada.
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El cv. Criolla presento diferencias significativas en los ultimos dos muestreos, donde se
formaron tres grupos en ambas fechas, al dia 39 la capacidad antioxidante se redujo 23.92
% por efecto del Cu, y en un segundo grupo se redujo por el Zny el Fe en 10.08 y 12.85 %
al compararlo con el control. Al dia 46 se presento el mismo efecto, donde el Cu se redujé
77.74 %, en un segundo grupo el Zn y el Fe, presentaron 19.91 y 16.21 % respectivamente,

al comparar con el control (Figura 8).

10:0.00

a
a
: —
d ada da
a T a'_ &
70.00 2 b
0, r
50.00 ]
40.00 :
30.00
|
20.00 .
10.00
2 32 9

Control

Cu {0,135 %)
Zn*2 (0.15 %)
Fe*d (0.075 %)

% de capacidad antioxidante
i
=
[=]
(=]
H O B B

a
c
46

3

oos

Figura 8. Porcentaje de capacidad antioxidante como efecto de las aspersiones de tres
iones (Cu, Zn y FE) en hojas de plantulas de Hibiscus sabdariffa L., cv. Criolla.

Estos resultados sefialan que los efectos del estrés, aunque se puedan reflejar en
algunas variables de desarrollo, como fue el caso de la disminucion del area foliar y peso
provocados por las aspersiones de Fe y Zn, no siempre inciden directamente en un
incremento de la actividad antioxidante. Con relacion a los efectos provocados por el Cu,
mas que estrés, mostraron una tendencia a favorecer el desarrollo y en este caso, la
disminucion significativa provocada en la capacidad antioxidante parece confirmarlo. Por
ultimo, es importante sefialar que las respuestas observadas difieren entre las variedades

estudiadas.
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En una investigacion realizada por Kovacik et al., 2008, en plantas de Matricaria
chamomilla tratadas con Cu en la solucion nutritiva , encontraron que se incrementd la
actividad de guaiacol peroxidasas (GPOD) asociada a la produccién de H.O para la
oxidacion de substratos fenolicos, precursores de lignina, auxinas y metabolitos
secundarios (Jouili et al., 2011), y donde la concentracion fue mayor en raices que en
hojas, ya que el Cu es un elemento que tiende a acumularse en esa area, esta podria ser
una de las razones por la cual no se presenta una actividad antioxidante fuerte por efecto
del Cu en las hojas analizadas, considerando que conforme se hacian las aspersiones el
sistema radicular iba incrementando su peso y que el tratamiento de Cu mostro un mayor

peso seco en comparacion al control.

Tradicionalmente se atribuye una fuerte capacidad antioxidante a los calices de Hibiscus
sabdariffa L., esto debido a la fuerte relacion que existe entre la actividad antioxidante y la
concentracion de antocianinas (Tsai et al., 2002). Sin embargo no es la unica parte que
podria ser aprovechable para consumo humano, ya que el consumo de plantulas como
verdura al igual que se consume la lechuga, espinacas, acelgas entre otras., podria ser una
buena opcion para la ingesta de antioxidantes, ademas de alrededor de 18 compuestos
fenolicos diferentes de acuerdo a un estudio realizado en H. sabdariffa L. por Peng et al.,
2011. De acuerdo a lbarra et al., (2011) una inhibicion de por lo menos 50 % de la
concentracion de DPPH representa una buena actividad antioxidante y es verificable que
las hojas de jamaica de forma natural mantiene una buena capacidad antioxidante en los
dos cultivares. A pesar del fuerte potencial que varios estudios etnobotanicos que arrojan y
describen sobre Hibiscus sabdariffa L, en cuanto a la parte que se consume, las
propiedades y su forma de preparacion, no hay especificaciones de su docificacion (Dickel

et al., 2007).
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3.10. Analisis nutrimental

En el cv. Reyna Morada, las aplicaciones foliares modificaron significativamente
las concentraciones de Ca, Mg, Fe y Cu (Cuadro 9). Por efecto del Fe y Zn, las
concentraciones de Ca disminuyeron casi el 50% con respecto al tratamiento con Cu, que
resultd estadisticamente similar al control, la reduccion del Ca es un factor desfavorable,
ya que este elemento es importante al conformar la estructura celular como estabilizador de
la pared celular y membrana plasmatica, ademas de intervenir en los procesos de division y
elongacion celular (Séenz et al., 2001). En el caso del Cu, como era de esperarse, su
aplicacion se reflejo directamente en una mayor concentracion del elemento en las hojas; a
diferencia del Fe que no incremento6 su concentracion foliar pero si pareciera antagonico a
la concentracién de Zn.. Al comparar algunos elementos analizados con los reportados en
hojas en jamaica, como en el caso del fosforo, de acuerdo con Ismail et al., 2008 las hojas
contienen 2,140 mg kg (2.14g 100 g) y hierro 48 mg kg valores muy similares a
nuestros controles.

Cuadro 9. Efecto de tres tratamientos inductores de estrés (Cu, Zn y Fe) en las

concentraciones de ocho nutrimentos determinados en hojas de plantulas de
jamaica cv. Reyna Morada a los 47 DDS.

Tratamiento N P K Ca Mg Cu Zn Fe
9. kg mg. kg™
Control 16.60 a 212 a 9.27 a 8.22 ab 3.73ab 216 b 38.61a 49.35 ab
Cu 1291a 220 a 10.05a 9.09 a 434 a 27.72 a 3140a 74.65a
Zn 1594 a 18la 11.25a 5.48 bc 3.04b 224 b 4261 a 36.40 b
Fe 13.39a 152a 7.29 a 475¢ 2.67b 170 b 22.00a 58.18 ab
DMS 8.99 0.71 4.58 2.95 1.21 7.23 22.44 38.06

DMS= Diferencia minima significativa. Medias con la misma letra, dentro de columnas, son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey

auna P <0.05.

En el cv. Criolla, unicamente se detectaron diferencias significativas en la
concentracion de cobre foliar, la cual como en el caso anterior, se incrementd
significativamente (10.49 veces mas que el control) debido a la aspersién del mismo

elemento (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Efecto de tres tratamientos inductores de estrés (Cu, Zn y Fe) en las
concentraciones de ocho nutrimentos determinados en hojas de plantulas de
jamaica cv. Criolla a los 47 DDS.

F.vV N P K Ca Mg Cu Zn Fe
g. kgt mg. kg!

Control 14.45 a 189a 9.70a 6.32a 328a 174 b 22.31a 42.88 a

Cu 14.98 a 164a 9.88a 5.03a 299a 18.26a 18.26 a 3443 a

Zn 15.13 a 224a 1091a 727a 351a 190b 38.59 a 51.04 a

Fe 10.11a 1.68 a 7.87 a 535a 287a 1.79b 36.02 a 53.87 a

DMS 8.46 0.91 5.40 2.97 1.64 4.86 26.39 30.26

DMS= Diferencia minima significativa. Medias con la misma letra, dentro de columnas, son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey

auna P <0.05.
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IV.CONCLUSION

El cv. Reyna morada tuvo una mejor respuesta a las aspersiones foliares de los
iones aplicados.

Los indices permiten vislumbrar un efecto en la fisiologia de las plantulas,
producido por el Fe sobre el grosor y el &rea de la 1dmina foliar.

El Fe parece tener un mayor efecto sobre la absorcion de otros elementos en las
plantulas.

Solo el Cu provoca efectos en la capacidad antioxidante en hojas de las plantulas.

Se recomienda esta préctica para la obtencion de plantulas con mayores

propiedades nutracéuticas.
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CAPITULO IIL. DESARROLLO Y PRODUCCION DE JAMAICA (Hibiscus
sabdariffa L.) SOMETIDA A ESTRES CON IONES METALICOS DURANTE SU
ETAPA DE PLANTULA

RESUMEN

Bajo condiciones de invernadero se evaluo el desarrollo de jamaica (Hibiscus sabdariffa
L.) cv. Reyna Morada y Criolla provenientes de plantulas a las que se les hizo la
aplicacion foliar de soluciones de Cu (0.15 %), Zn (0.15 %) y Fe (0.075 %). Las plantas se
mantuvieron en contenedores de 12 pulgadas con sustrato compuesto de una mezcla de
fibra de coco, perlita, vermicomposta y tierra de monte, en proporciones 1:1:1:1,
respectivamente y con un riego semanal de solucién nutritiva Steiner al 100 % y dos riegos
con agua. A la cosecha las variables evaluadas en la planta fueron diametro y altura de
tallo, area foliar, nUmero de hojas, materia seca de tallo y hojas. En céliz se determind el
namero, didmetro, longitud, materia fresca y materia seca, y contenido nutrimental. El
trabajo se hizo bajo un disefio experimental completamente al azar con diez repeticiones.
Los resultados mostraron que la aplicacion foliar de los nutrimentos modificaron la
respuesta del cv. Criolla méas que en el cv Reyna Morada. EI Zn incrementd 25.85% la
altura de planta, mientras que el Fe tuvo influencia en el desarrollo del area foliar y peso
seco de hojas en 83.07 % y 94.66 %, respectivamente en relacion al tratamiento de Cu. En
el desarrollo de caliz, el didmetro aumentd por efecto del Fe en un 14.62 % y el largo asi
como el numero de céalices por el Zn en 3.69 % y 98.45 %, respectivamente. El
rendimiento de célices se incrementd en 96.69 % por el Zn y 54.7 % por el Fe. Se
favoreci6 la acumulacién de N, K, Mg y Zn en el cv. Reyna morada con la aplicacién en
plantula de Fe. En el cv. Criolla también hubo respuesta en algunas variables, por efecto

del tratamiento de Fe.

Palabras clave: cobre, zinc, hierro, rendimiento, estrés oxidativo.
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LINTRODUCCION

La jamaica, Hibiscus sabdariffa L., pertenece a la familia malvéacea. Su origen es
Africa tropical y su cultivo se lleva a cabo en México, Centroamérica, Sudamérica y el
Sudeste Asiatico (Peng et al., 2011). El principal uso de la jamaica estd enfocado al
aprovechamiento de los célices deshidratados, de amplio uso en bebidas, alimentos,
cosmeticos y productos farmacéuticos (SAGARPA-ASERCA, 1999). Este cultivo contiene
alrededor de 18 compuestos fendlicos, entre los que destacan &cidos como el L-ascorbico,
araquidico, citrico, estedrico y malico; ademéas de pectinas, fitoesteroles y polifenoles
(Sayago et al., 2007). La alta concentracion de metabolitos secundarios en jamaica la
asocia con efectos terapéuticos positivos sobre el perfil lipidico, hipertension y

aterosclerosis (Guardiola y Mach, 2014).

Las actuales técnicas de manejo agrondmico brindan la posibilidad de elevar la
concentracion de metabolitos secundarios, mediante la manipulacion de las plantas y la
induccion controlada del estrés con el uso de compuestos sefialadores o prooxidantes como
el acido salicilico o metales pesados (Kessmann et al., 1994 y Valdés et al., 2012). En el
caso de iones libres de metales, tales como el aluminio (Silva, 2012), o metales capaces de
modificar su estado de oxidacion, como el hierro y el cobre (Cu*/ Cu?* o Fe?* /Fe*®),
pueden participar en las reacciones de Haber-Weiss y Fenton que da como resultado la
formacion del radical hidroxilo (Azpilicueta et al., 2010); de ese modo, el factor inductor
de la respuesta puede ocasionar la acumulacion de radicales libres (Stohs y Bagchi, 1995).
Los radicales libres altamente reactivos (RLO) son atomos o grupos de atomos con un
electron libre. Para lograr su estabilidad electroquimica, los radicales libres inician una

reaccion en cadena que puede dafiar a macromoléculas bioldgicas como lipidos, proteinas,
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carbohidratos y acidos nucleicos, y desequilibrar la homeostasis del organismo que los

contiene (Elejalde, 2001).

La funcion de los elementos quimicos esenciales para las plantas cultivadas ha sido muy
bien estudiada, al grado de que se conoce que éstas sintetizan sus componentes
metabdlicos y estructurales con elementos quimicos presentes en el medio que las rodea
(Alcantar et al., 2009). EI Cu, Zn 'y Fe son esenciales para la vida y se consideran metales
pesados por contar con una densidad mayor de 4.5 g.cm™ (Ernst, 1996). El Cu juega un
doble papel en el metabolismo de los organismos fotosintéticos; es un componente
importante en las oxidasas y en la cadena de transporte de electrones (plastocianina);
aungue a altas concentraciones también es altamente toxico (Fernandes y Henriques,
1991). El Zn influye en procesos fotosintéticos; es un componente esencial de enzimas
para la produccidon de energia, regulacién y sintesis de proteinas (Webb, 1994). A
concentraciones mayores a las requeridas, el Zn inhibe la fijacion de CO>, actda en el
transporte de hidratos de carbono en el floema, y altera la permeabilidad de la membrana
celular (Marschner, 1998). El Fe es componente de mdltiples enzimas y juega un papel
importante en la transferencia de electrones (reacciones redox), en los citocromos
(Alcantar, 2009); sin embargo, concentraciones excesivas pueden generar estrés oxidativo,
debido al aumento en la concentracién de especies reactivas de oxigeno (ROS) dentro de
los compartimientos subcelulares de las plantas (Sinha y Saxena, 2006), estos efectos se
asocian, generalmente a sintomas de toxicidad y con frecuencia se genera reduccion del
crecimiento y la produccion (Alcantar et al., 2009). Las plantas reaccionan en algunos
casos deteniendo sus funciones fisioldgicas basicas (Benavides et al., 2002; Tadeo y

Gobmez., 2008).

En base a lo antes documentado, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la

respuesta en crecimiento, rendimiento y concentracion nutrimental de dos cultivares de
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jamaica ‘Reyna Morada’ y ‘Criolla’ a la aspersion foliar de soluciones i6nicas de Cu, Zn'y

Fe, bajo condiciones de invernadero.

ILMATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizo en el invernadero y laboratorios de Nutricion
Vegetal y Tecnologia Postcosecha del Colegio de Postgraduados (CP), Campus
Montecillo, ubicado a 19° 29’ latitud norte y 98° 54’ longitud oeste, en Montecillo,

Texcoco, Estado de México.
2.1. Obtencion de material vegetal

Se utilizaron plantulas obtenidas de semilla de los cultivares Criolla y Reyna

Morada, donada por productores del municipio de la Huacana, en Michoacan, México.

La jamaica cv. Criolla, posee flores con pétalos rosa palido con bordes amarillo claros; las
anteras maduras son amarillo claras y el estigma es rojo oscuro. Su caliz, es de color rojo
oscuro al momento de la cosecha, mide de 1.4 a 6.0 cm de largo y de 0.5 a 2.5 cm de
diametro. La semilla es de color café oscuro y de forma arrifionada; el peso de 100 semillas
varia de 1.4 a 2.1 g; el ciclo de este cultivo hasta la cosecha es de 160 a 180 dias (Ariza et

al., 2014).

El cv. Reyna Morada, presenta flores de color amarillo rosado y caliz rojo intenso, que
alcanza hasta 7.5 cm de largo y de 5.95 g de peso, en promedio puede alcanzar un
rendimiento de 70-80 g planta y su ciclo hasta la cosecha es de 150-165 dias (Diaz y

Ramos, 2011).
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2.2. Establecimiento del experimento

Previo a la siembra, las semillas de cada cultivar se desinfectaron con 10 gotas L™
(v/v) de Hipoclorito de sodio comercial (6%), durante 15 minutos, se enjuagaron con
agua destilada y se colocaron en una solucion de 10 gotas L™ (v/v) de Microdin ® (plata
ionizada), en la cual se mantuvieron durante 15 minutos, se enjuagaron nuevamente y al

final se colocaron en agua destilada durante 6 h para su imbibicion.

Las semillas, ya embebidas, se colocaron en charolas de polipropileno rigido con 50
cavidades redondas, con dimensiones de 52.7 cm de largo, 26. 19 cm de ancho, 6.0 cm de
altura y 4.28 L de volumen por charola. En total se requirieron seis charolas por cultivar.
Se utiliz6 como sustrato turba Sphagnum. Las charolas se regaron a diario con agua
destilada hasta la germinacion y formacion de hojas verdaderas. Posteriormente, el riego
se hizo con la solucidn nutritiva de Steiner (Steiner, 1984), cuya composicién base fue la
siguiente (meq-litro*): 12 NO-, 1 H,PO., 7 SO+, 7 K, 4 Mg y 9 Ca y micronutrimentos), cuando
salen las hojas verdaderas el riego se hizo con la solucion a 25%, durante 12 dias, al 50 %

por 15 dias y al 100 % hasta finalizar el experimento.

Las charolas se mantuvieron dentro de un invernadero de estructura metalica tipo tanel

con 3 m de ancho x 6 m de largo por 3.5 m de altura.
2.3. Manejo del experimento

En el alméacigo, las aspersiones correspondientes a cada uno de los tratamientos (Fe,
Cu y Zn) del experimento se realizaron a los 18, 25, 32 y 39 dias después de la siembra
(DDS). Ademés de los iones considerados, a cada mezcla se le agregé 1 cc Lt de

adherente Inex ®.
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Siete dias después de la dltima aspersion (47 DDS) se seleccionaron diez plantulas por
tratamiento y se trasplantaron a bolsas de plastico de 35 x 35 cm, como sustrato se utilizo
una mezcla de fibra de coco lavada, perlita, vermicomposta y tierra de monte, en
proporciones 1:1:1:1, respectivamente. Las plantas se mantuvieron en invernadero 103
DDS, se regaron una vez por semana con solucién nutritiva Steiner al 100 %, y cada dos
dias con agua de la llave. La cosecha se realiz6 manualmente y una vez colectados los
calices, se clasificaron de acuerdo con su estado de desarrollo (Figura 1): E1) botdn recién
formado (0.1 cm de longitud), E2) botdn con caliz y corola recién formados (0.3 cm), E3)
botdn floral con céliz en desarrollo (0.8 cm), E4) boton floral con céliz mas desarrollado
(1.2 cm), E5) célices en formacidn antes de la floracion (2.0 cm), E6) Flor abierta (.5 cm),

E7) Post-floracién (4.0 cm) y E8) céliz carnoso con fruto semi-maduro (5 cm).

Figura 1. Cilices de jamaica ‘Reyna Morada’ (A) y ‘Criolla’ (B) en ocho etapas de
desarrollo. De izquierda a derecha, en ambos cultivares, la primera corresponde
alaElyladltimaalaES.
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2.4. Tratamientos evaluados

Se probaron cuatro tratamientos (Cuadro 1), con diez repeticiones por

tratamiento.

Cuadro 1. Tratamientos utilizados en plantulas de jamaica de los cultivares Reyna Morada

y Criolla.
Tratamientos Descripcion

1 Plantas sin aplicaciones foliares en almacigo. Control

2 Plantas tratadas en almacigo con fertilizacion foliar de sulfato de
Cu*2(0.15 %)

3 Plantas tratadas en almacigo con fertilizacion foliar de sulfato de
Zn*2(0.15 %)

4 Plantas tratadas en almécigo con fertilizacion foliar de quelato de

Fe* (EDTA) (0.075 %)

2.5. Variables evaluadas

Las variables registradas en ambos cultivares fueron: altura de planta diametro de
tallo, nimero de hojas, area foliar, materia seca de tallo y hojas, ancho y largo de céliz,
peso fresco y seco de los calices en los ocho etapas de desarrollo determinados v,

concentracion nutrimental foliar.

La altura de planta se midi6 en centimetros, con un flexémetro, a partir del cuello de la
raiz hasta el apice de las hojas terminales. El didmetro de tallo, diametro y ancho de tallo

del caliz se registr6 en milimetros, con un vernier digital Truper ®, a 0.5 cm del suelo.

El area foliar se midié con un integrador LI-COR LI-100 ®. La materia seca de hojas y
calices se obtuvo por deshidratacién en una estufa de secado por aire forzado a 70 °C
durante 72 h; su peso se registrd6 con una balanza analitica. Finalmente, el analisis
nutrimental se determind en hojas fotosintéticamente activas muestreadas 103 DDS. EI' N

se determiné por el método Kjeldahl; para el P, K, Ca, Mg, Fe' Cu, Zn, B y Mn, se realiz6
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con digestion humeda triacida y el extracto obtenido se leyo en el espectrofotometro de
emisién atébmica de induccion con plasma acoplado (ICP-AES VARIAN Liberty™ II), los
resultados del andlisis nutrimental, se multiplicaron por el peso seco de la planta para

determinar la cantidad extraida de cada elemento.

2.6. Analisis estadistico

Los datos se procesaron con andlisis de varianza (ANOVA) y las prueba de

separacion de medias correspondiente (Tukey, P> 0.05) con el paquete estadistico SAS

(SAS Institute version 9.0).
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IILRESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Desarrollo del caliz

Estadisticamente no hubo diferencias en ninguna de las variables evaluadas en el
caliz del cv. Reyna Morada, ya que no fueron afectadas por las aspersiones foliares de Cu,
Zn y Fe que se hicieron en almécigo. En promedio, se produjeron 22.9 calices por planta,
de 5.0 cm didmetro y 6.05 cm de longitud, cuyo peso de materia fresca fue de 8.5 g. La
materia seca del caliz més frutos fue de 2.42 g y 1.1 g el peso seco de céliz (Cuadro 2). En
el tamafio, los calices de plantas que no recibieron aspersiones de iones fueron mas
grandes. De manera general, el tamafio del caliz tanto en longitud como en diametro
resulté superior (26.62 y 54 %, respectivamente) a los promedios reportado por Ramirez et
al (2011), en calices del mismo cultivar, obtenidos en una parcela experimental; los cuales
tuvieron 4.44 cm de longitud y 2.5 cm de didmetro. Estas diferencias se atribuyen a que
las condiciones ambientales y de manejo en invernadero fueron mejores que las de campo

y se reflejaron claramente en el desarrollo de los célices.

Cuadro 2. Efecto de la aspersion de tres iones metalicos, aplicados en la etapa de plantula

en jamaica ‘Reyna Morada’ cultivada en invernadero, sobre el desarrollo de los
calices, 103 DDS.

Tratamiento Diametro  Largo Numero Peso Peso Peso seco
de caliz decaliz decdaliz seco fresco  céliz (g)
(cm) (cm) caliz caliz
fruto fruto
(9) (9)
Control 5.13a 6.25a 2420a 252a 8.31a 1.18 a
Cu 4.95a 584a 2220a 246a 80la 1.06 a
Zn 5.03a 6.15a 19.30a 268a 9.12a 1.18a
Fe 5.04 a 597a 25.90a 2.04a 798a 0.98a
DMS 0.32 0.52 12.96 0.81 1.25 0.30

DMS= diferencia minima significativa. Medias con la misma letra, dentro de columnas, indican que no hay diferencias significativas,

(Tukey, P <0.05).
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En la jamaica Criolla, se detectaron diferencias significativas para diametro,
longitud y ndmero de calices (Cuadro 3). EI mayor y menor diametro de céliz se registro
en los tratamientos con Fe (5.8 cm) y Cu (4.7 cm), respectivamente. Este comportamiento
puede estar relacionado con una mayor actividad fotosintética favorecida por el Fe y por un
efecto fitotdxico residual del Cu. En la longitud del céliz deberia esperarse algo similar; sin
embargo, el tratamiento con Fe resultdé mucho mas pequefio. Con respecto al numero de
calices, hubo una respuesta favorable a las aspersiones foliares en plantula. El tratamiento
con Zn (19.4 calices) fue el Unico que superd estadisticamente al control (8.5 calices), lo
cual indica que posiblemente la aportacion de este elemento por la solucion nutritiva es
insuficiente para que la planta manifieste su maximo potencial productivo, por lo que
aplicaciones adicionales por via foliar favorecieron su produccion. En un experimento
realizado por Ozturk et al. (2003) en plantas de T. caerulencens se observé algo similar, al

suministrar una dosis superior de Zn se increment6 el nimero de brotes florales.

Cuadro 3. Efecto de la aspersion de tres iones metalicos, aplicados en la etapa de plantula
en jamaica ‘Criolla’ cultivada en invernadero, sobre el desarrollo de los célices,
103 dias después de siembra.

Tratamiento ~ Didmetro  Largode  Ndmero Peso Peso Peso seco
decaliz  caliz (cm) de célices seco fresco caliz ()
(cm) caliz  caliz fruto
fruto (g) )]

Control 5.06 bc 5.95 ab 19.40 b 194 a 8.16 a 111a

Cu 4.68 c 5.60 bc 22.00ab 144a 7.10a 1.17 a

Zn 5.23b 6.17 a 38.50 a 192a 854a 1.05a

Fe 5.80a 519c 3270ab 196a 7.72a 0.95a

DMS 0.47 0.50 16.90 0.75 1.62 0.39

DMS= diferencia minima significativa. Medias con la misma letra, dentro de columnas, indican que no hay diferencias significativas,

(Tukey, P <0.05).

Durante las ocho etapas de desarrollo de los calices del jamaica cv. Reyna
Morada, no se observaron diferencias estadisticas en el peso fresco en funcién de los

tratamientos de aspersion realizados durante su etapa de plantula. A traves del tiempo,
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como es de esperarse, se observa claramente que el peso se va incrementando conforme

aumenta la edad (Cuadro 4).

Cuadro 4. Peso fresco (g) de calices de jamaica ‘Reyna Morada’ procedentes de plantas
asperjadas con iones metalicos durante su etapa de plantula, en ocho etapas de
desarrollo (de E1 a EB).

Tratamiento El E2 E3 E4 E5 E6 E7 ES8
Control 0.08a 0.14a 035a 091a 144a 22a 346a 83la
Cu 0.08a 0.12a 032a 062a 135a 1l7a 334a 80la
Zn 0.1la 0.15a 0.32a 0.74a 135a 20la 355a 9.12a
Fe 0.06a 0.13a 029a 075a 138a 194a 3.05a 799a
DMS 0.04 0.07 0.11 0.29 0.66 0.76 1.15 1.28

DMS= diferencia minima significativa. E= etapa de desarrollo. Medias con la misma letra, dentro de columnas, indican que no hay
diferencias significativas, (Tukey, P < 0.05). E1) boton recién formado (0.1 cm de longitud), E2) boton con caliz y corola recién
formados (0.3 cm), E3) botdn floral con céliz en desarrollo (0.8 cm), E4) botén floral con caliz més desarrollado (1.2 ¢cm), E5) célices en
formacién antes de la floracion (2.0 cm), E6) Flor abierta (.5 cm), E7) Post-floracion (4.0 cm) y E8) céliz carnoso con fruto semi-maduro
(5 cm).

En los célices del cv. Criolla se detectaron diferencias entre tratamientos durante E1
y E4 (Cuadro 5), en ambas, el control supero a los otros tratamientos. Esta respuesta puede
atribuirse al efecto estresante de las aspersiones de los iones en las primeras etapas de
desarrollo de la planta, que posiblemente limitaron la absorcion de agua o incrementaron la

transpiracion y que se relaciona estrechamente con la relacion fuente-demanda.

Cuadro 5. Peso fresco (g) de calices de jamaica ‘Criolla’, procedentes de plantas
asperjadas con iones metalicos durante su etapa de plantula, en ocho etapas
de desarrollo (de E1 a E8).

Tratamiento E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 ES8
Control 0.09a 0.18a 0.39a 094a 104a l66a 360a 8.16a
Cu 0.04b 0.14a 0.29a 055b 1.01a 145a 294a 7.10a
Zn 0.04b 0.16a 0.39a 065b 1.14a 163a 3.25a 854a
Fe 0.04b 0.12a 031a 061b 0098a 1.76a 277a 7.72a
DMS 0.03 0.10 0.14 0.27 0.51 0.70 0.91 3.80

DMS= diferencia minima significativa. E= etapa de desarrollo. Medias con la misma letra, dentro de columnas, indican que no hay
diferencias significativas, (Tukey, P < 0.05). E1) botén recién formado (0.1 cm de longitud), E2) boton con céliz y corola recién
formados (0.3 cm), E3) botdn floral con caliz en desarrollo (0.8 cm), E4) boton floral con caliz més desarrollado (1.2 cm), E5) calices en
formacién antes de la floracion (2.0 cm), E6) Flor abierta (.5 cm), E7) Post-floracion (4.0 cm) y E8) caliz carnoso con fruto semi-maduro
(5 cm).
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En la acumulacién de materia seca de los calices del cv. Reyna Morada, no se
detectaron diferencias por efecto de los tratamientos en ninguna de las ocho etapas de

desarrollo (Cuadro 6).

Cuadro 6. Peso seco (g) de calices de jamaica ‘Reyna Morada’ procedentes de plantas
asperjadas con iones metalicos durante su etapa de plantula, en ocho etapas de
desarrollo (de E1 a E8). Tratamiento

El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8
Control 0.0la 0.04 a 0056a 0.094a 0.15a 0.25a 047a 1l1l7a
Cu 0.03a 0.05a 0106a 0.13a 0.23a 0.22a 042a 1l06a
Zn 0.01la 0.022a 0.053a 0.12a 0.16a 0.23a 042a 1.18a
Fe 0.008a 0.022a 0.03%9a 0.082a 0.15a 0.21a 032a 098a

DMS 0.04 3.86 0.09 0.09 0.25 0.10 0.16 0.31

DMS= diferencia minima significativa. E= etapa de desarrollo. Medias con la misma letra, dentro de columnas, indican que no hay
diferencias significativas, (Tukey, P < 0.05). E1) botén recién formado (0.1 ¢cm de longitud), E2) botén con céliz y corola recién
formados (0.3 cm), E3) botdn floral con céliz en desarrollo (0.8 cm), E4) boton floral con caliz més desarrollado (1.2 cm), E5) célices en
formacion antes de la floracion (2.0 cm), E6) Flor abierta (.5 cm), E7) Post-floracion (4.0 cm) y E8) céliz carnoso con fruto semi-maduro
(5 cm).

En el cv. Criolla sélo se detectaron diferencias significativas en E6, que
corresponde a la etapa de floracion, en la cual la acumulaciéon de materia seca disminuyé
41.67 % en el tratamiento con Cu, lo cual al parecer sigue manifestando un efecto residual

estresante provocado por este elemento en la fase de plantula (Cuadro 7).

Cuadro 7. Peso seco (g) de célices de jamaica ‘Criolla’ procedentes de plantas asperjadas
con iones metalicos durante su etapa de plantula, en ocho etapas de desarrollo

(de E1 a E8).
Tratamiento  E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 ES8
Control 0.013a 0.02a 0.05a 0.18a 0.12a 0.24a 0.38a 1.1lla
Cu 0.007a 0.02a 0.04a 0.08a 0.11a 0.14b 048a 1l.17a
Zn 0.013a 0.03a 0.05a 0.09a 0.13a 0.18ab 0.36a 1.05a
Fe 0.009a 0.02a 0.04a 0.07a 0.15a 0.20ab 0.41a 095a
DMS 0.01 0.01 0.02 0.11 0.12 0.09 0.29 0.39

DMS= diferencia minima significativa. E= etapa de desarrollo. Medias con la misma letra, dentro de columnas, indican que no hay
diferencias significativas, (Tukey, P < 0.05). E1) botén recién formado (0.1 cm de longitud), E2) botén con céliz y corola recién
formados (0.3 cm), E3) botdn floral con caliz en desarrollo (0.8 cm), E4) boton floral con caliz mas desarrollado (1.2 cm), E5) calices en
formacién antes de la floracion (2.0 cm), E6) Flor abierta (.5 cm), E7) Post-floracion (4.0 cm) y E8) caliz carnoso con fruto semi-maduro
(5 cm).
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3.2. Variables relacionadas con el desarrollo vegetativo en el cv. Reyna Morada

En respuesta a los tratamientos aplicados durante su etapa de plantulas, en el cv.

Reyna Morada no se detectaron diferencias significativas para ninguna variable asociada

con el desarrollo vegetativo (Cuadro 8 y Figura 2); cuyos valores promedio fueron: altura

de planta, de 6.14 cm; didmetro de tallo, de 9.71 mm; peso seco de tallo, 8.61g; é&rea

foliar, 877.70 cm?; nimero de hojas, 49.7 y peso seco de hojas, 7.79 g.

Cuadro 8 . Efecto de la aspersion de tres iones metalicos, aplicados en la etapa de plantula
en jamaica ‘Reyna Morada’ cultivada en invernadero, sobre variables asociadas

con el desarrollo vegetativo.

Tratamiento Altura Diametro  Peso seco Area NUmero  Peso seco
(cm) tallo tallo (g) foliar de hojas  de hojas
(mm) (cm?) (@)
Control 59.60a 9.59a 9.07 a 837.4a 5230 a 8.93a
Cu 61.95a 9.47a 8.93a 740.0a 45.30 a 7.50 a
Zn 61.75a 9.82a 6.63 a 694.2 a 45.40 a 6.80 a
Fe 62.30a 9.99a 9.83a 830.9 a 54.50 a 7.95a
DMS 9.81 1.45 5.12 408.33 19.94 4.13

DMS= diferencia minima significativa. Medias con la misma letra, dentro de columnas, indican que no hay diferencias significativas,

(Tukey, P <0.05).
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Figura 2. Desarrollo de plantas de jamaica ‘Reyna Morada’, 103 dias después de siembra,
que fueron asperjadas durante su etapa de plantulas con Cu, Zny Fe.

3.3. Variables relacionadas con el desarrollo vegetativo en el cv. Criolla

En el cv. Criolla se detectaron diferencias significativas en cuatro variables de este
grupo (Cuadro 9 y Figura 4). Las plantas asperjadas con Zn superaron en altura (25.84 %)
Unicamente al tratamiento con Cu, que midié 53.2 cm. De acuerdo con Bonilla (2008), el
Zn interviene en el desarrollo de las hojas y entrenudos. Su efecto en el desarrollo del tallo
se relaciona con la produccion de acido indolacético, pues hay una relacion fuerte entre los
niveles de Zn y la concentracion de la auxina. El hecho de no encontrar diferencias en el
peso seco del tallo, indica que el efecto del Zn sélo provoco alargamiento de los tejidos

pero no acumulacion de materia seca.

El area foliar, numero de hojas, y peso seco de hojas se incrementd
significativamente 83.07, 53.05 y 94.66 %, respectivamente con Fe, pero s6lo respecto al
de Cu, pues estadisticamente fue similar a los otros dos (Cuadro 9 y Figura 3). Bonilla

(2008), también menciona la esencialidad del Fe en los vegetales, por su participacion en la
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biosintesis de la molécula de clorofila, en el transporte de electrones y en la regulacion de
la actividad enzimatica asociado a la fotosintesis. Peil y Galvez (2005) indican que los
asimilados, producidos por la fotosintesis en los 6rganos fuente (principalmente las hojas),
se almacenan (materia seca) o translocan via floema, a los diferentes sitios de demanda
(frutos o raices). En este caso, el enunciado anterior puede explicar las diferencias
observadas entre los tratamiento con Fe y Cu, pero no con relaciéon a los otros dos, que
estadisticamente resultaron similares entre si. Los valores menores observados en el
tratamiento con Cu, posiblemente estén asociados con un efecto residual del estrés

inducido a las plantulas con las aspersiones de este elemento.

Cuadro 9 . Efecto de la aspersion de tres iones metalicos, aplicados en la etapa de plantula
en jamaica ‘Criolla’ cultivada en invernadero; sobre variables asociadas con el
desarrollo vegetativo.

Tratamiento Altura Diametro Peso seco Area NUmero de Peso seco
(cm) tallo tallo (g) foliar(cm?) hojas hojas

(mm) 9

Control 62.10ab 10.03a 8.11 a 693.1ab  49.20 ab 7.08ab

Cu 53.20b 8.99 a 795 a 555.3b 42.60b 5.62b

Zn 66.95 a 10.47 a 9.09 a 850.9ab  57.60ab 8.71ab

Fe 62.40ab 10.75a 12.85a 1016.6a 65.20a 10.94a
DMS 10.51 1.87 5.78 402.84 20.83 4.01

DMS= diferencia minima significativa. Medias con la misma letra, dentro de columnas, indican que no hay diferencias significativas,

(Tukey, P <0.05).
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Figura 3. Desarrollo de plantas de jamaica cv. Criolla, 103 dias después de siembra, que
fueron asperjadas durante su etapa de plantulas con Cu, Zn y Fe.

3.4. Rendimiento por planta

En el cultiva Reyna Morada (Cuadro 10) no hubo diferencias estadisticas
significativas en el rendimiento de célices por planta (g); que resultdé considerablemente
menor al obtenido por Diaz y Ramos (2011), quienes registraron promedios de 70 a 80 g
por planta. Esto indica que bajo condiciones de campo, a cielo abierto, las plantas son méas
productivas. Lo anterior también aclara por qué en campo los célices son mas pequefias,
pues al producir mas disminuye su tamafio. Ademas, comprueba el efecto positivo del

raleo para incrementar el tamafio de los frutos en distintas especies (Peil y Galvez, 2005).

Cuadro 10. Rendimiento por planta de célices de jamaica cv. Reyna Morada, en respuesta
a las aspersiones de Cu, Zn y Fe aplicadas en etapa de plantula.

Tratamiento Rendimiento
(g.planta®)
Control 28.56 a
Cu 23.94 a
Zn 23.30a
Fe 25.09 a
DMS 16.53

DMS= diferencia minima significativa. Medias con la misma letra, dentro de columnas, indican que no hay diferencias significativas,
(Tukey, P <0.05).
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En el cultivar Criolla se incrementé mas del 90 % el rendimiento por efecto de la
aplicacion foliar Zn en plantulas, esto en comparacion con los tratamientos de Cu y el

control. (Figura 5).

En un sistema de jamaica asociada con maiz, en el estado de Guerrero (Navarro,
2004), se siembran 50,000 plantas por hectarea y producen 380 kg ha™. Bajo el sistema
utilizado en este experimento, los tratamientos con Zn y Fe a una densidad de 50,000
plantas por hectarea, producirian 2,000 y 1, 600 kg ha*, respectivamente. Cabe resaltar que
en este experimento ademas de las aspersiones al follaje, se llevé a cabo la nutricion por la
raiz de manera puntual, asi como su produccion en invernadero en una zona al 2250 msnm.
Lo que explica por qué los bajos rendimientos; por lo que se considera que bajo
condiciones de campo, el manejo nutrimental es un factor al que se le debe dar mayor

importancia.

El rendimiento obtenido en el presente trabajo también supera el de un experimento
establecido en Sinaloa (Pérez, 2010), donde se cosecharon 967.5 y 1,225 kg ha™, en las
variedades Criolla de Puebla y Criolla de Nayarit, respectivamente. En dicho experimento,
la germinacién también se realiz6 en almacigo e invernadero, y las plantas se trasplantaron
al mes de emerger. Esto indica que el trasplante no repercute en gran medida para la
adaptacion de la jamaica a condiciones de campo, por lo que puede ser una buena

alternativa a la siembra directa, si la factibilidad econdmica lo permite.
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Figura 4. Rendimiento por planta de célices de jamaica cv. Criolla, en respuesta a las
aspersiones de Cu, Zn y Fe aplicadas en la etapa de plantula.

3.5. Contenido nutrimental en follaje

La aplicacion en etapa de plantula de los iones Cu, Zn y Fe, ejercio efectos
significativos (P < 0.05) sobre la concentracion de P, K, Mg y Zn determinados en hojas

fotosintéticamente activas 103 DDS (Cuadro 11).

La concentracion de P, K, Mg se incrementd en 22.64 %, 69.35 % y 56.23 %,
respectivamente por efecto del Fe, en comparacidn con el tratamiento de Zn. En cuanto a la
concentracion de Zn del tejido estudiado, el control super6 claramente a los tratamientos

con este elemento y con Cu.

La interaccion que hay entre el Fe y el P se debe a que el P interfiere en el transporte
interno de Fe, al formarse fosfatos de hierro, el Fe también se encuentra unido a
fosfoproteinas (en forma Fe?* o Fe *) importantes en el equilibrio de las células, la sintesis

de hemo vy clorofila (Fernandez, 2007)
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El K juega un papel esencial en el crecimiento y metabolismo de la planta, activando
enzimas, como osmorregulador para mantener la presion de turgencia de los tejidos y en la
apertura y cierre estomatico; su deficiencia puede afectar la fotosintesis y la fijacion neta
de CO; (Sanchez et al., 2006). La participacion del Fe y el Mg en conjunto, en las plantas,
se debe principalmente a que el Fe interviene en la sintesis de clorofila, conforma la
estructura de los cloroplastos y participa en el funcionamiento de los mismos, ademas este
elemento también participa en el transporte de electrones de los fotosistemas (Romheld y

Marschner, 1981).

Cuadro 11.Concentracion nutrimental en hojas de jamaica cv. Reyna Morada,
determinada 103dias después de siembra, afectada por aspersiones foliares de
Cu?, Zn? y Fe realizadas durante la etapa de plantula.

F.V N P K Ca Mg B Cu Zn Fe Mn

g kgt mg.kg™

Control 882 a 16.7l1ab 64.71ab 59.85a 31.67ab 310.0a 50.0a 320.46 a 6226a 6729a
Cu 11.28a 15.89ab 747ab 4309a 305ab 380.0a 50.0a 89.75 b 401.06a 769.9a
Zn 11.28a 159b 46.21b  4564a 247D 260.1a 300a 111.27b 370.04a 5989a
Fe 12.86a 1956a 78.26a 33.84a 3859a 390.2a 40.1l1a 146.02ab 504.12a 716.6a

DMS 14.11 3.99 31.31 70.94 9.76 230.0 30.2 199.52 276.16 24.0

F.V.= fuente de variacion .DMS= diferencia minima significativa. Medias con la misma letra, dentro de columnas, son estadisticamente
iguales (Tukey, P < 0.05).

En las hojas del cv. Criolla se presentaron efectos significativos en todos los
nutrimentos analizados. Sin excepcion, en las plantulas donde se aplicé al follaje el Fe, se
observaron las mayores concentraciones de los elementos, en tanto que el control y el
tratamiento con Cu registraron los menores niveles. La mayor acumulacion se puede deber
al mayor desarrollo de las plantas del tratamiento de Fe, ya que presento mayor area foliar
Y Peso seco, pero no mayor rendimiento, situacion que pudo provocar que los nutrientes se

acumularan sélo en las hojas y tallos (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Concentracion nutrimental en hojas de jamaica cv. Criolla, determinada 103
dias después de siembra, afectada por aspersiones foliares de Cu?, Zn? y Fe
realizadas durante la etapa de plantula.

F.V N P K Ca Mg B Cu Zn Fe Mn
g kgt mg.kg™
Control 6.8 b 15.14cb 53.01b 227D 29b 48.56 b 5.80b 10.0b 59.45b 920b

Cu 6.64 b 142¢c 63.95b 57.70ab 2.18b 470.90ab 50.82b  98.97b 4747Db 104.0 ab

Zn 872ab 19.17b 7451ab 64.12a 4106ab 57496ab 6552b  1559lab 557.76ab  126.ab

Fe 1.87a 2496a 98.1a 86.2 a 50.95a 726.04 a 159.89a 295.22a 756.19 a 1492.7 a
DMS 5.61 4.28 31.75 41.56 10.07 266.27 89.86 145.7 280.74 544.2

F.V.= fuente de variacion .DMS= diferencia minima significativa. Medias con la misma letra, dentro de columnas, son estadisticamente
iguales (Tukey, P <0.05).
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IV.CONCLUSIONES

La aplicacion foliar de iones metalicos (Fe, Cu y Zn) a plantulas de cv. Criolla favorecio el
desarrollo de las plantas en el invernadero y el rendimiento en comparacion con el cv.

Reyna Morada.

Considerando que el céliz es la parte comercial de la planta, es posible decir que la

aplicacion de Zn favorecio el desarrollo del céliz e incremento el rendimiento.

El Fe, mejord el desarrollo del area foliar y la acumulacion de materia seca en la

planta, asi como la concentracién nutrimental.

El Cu, induce una respuesta efecto desfavorable en las variables analizadas.
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CAPITULO IV. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y CARACTERISTICAS

FISICOQUIMICAS DE CALICES DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.)

RESUMEN

Las variables fisicoquimicas, como pH, acidez titulable, contenido de acido
ascorbico, contenido de solidos solubles (° Brix), capacidad antioxidante y el contenido
nutrimental; son criterios de calidad considerados por el consumidor; estas variables se
relacionan directamente con las condiciones ambientales y de manejo en las cuales se
desarrolla el cultivo. Debido a que no se cuenta con informacion sobre el efecto de la
aplicacion foliar de Cu, Zn y Fe en la induccidn de estrés oxidativo en etapa de plantulas y
su posible efecto en la etapa reproductiva, el objetivo del presente trabajo fue cuantificar el
efecto de estos tres iones en célices de dos cultivares de Hibiscus sabdariffa L. (Reyna
Morada y Criolla) sobre variables fisicoquimicas, capacidad antioxidante y contenido
nutrimental. Los andlisis se realizaron a partir de materia seca y extractos acuosos de
calices de jamaica obtenidos de plantas asperjadas en etapa de almécigo y llevadas hasta
produccion. Entre los resultados obtenidos se encontré que el cv. Reyna no modifico
ninguna de las variables estudiadas con la aplicacidn de los iones, excepto en el contenido
nutrimental, mientras que el cv. Criolla, el pH se vio modificado por efecto de los
tratamientos de Cu y Zn al ir en tendencia a la alcalinidad con un incremento de 5.04 % y
3.85 % por encima del control y el &cido ascorbico se increment6 93.10% en el tratamiento
de Fe al en comparacion con el control, mientras que los grados Brix se redujeron 12.5 %
por efecto de los tratamientos de Cu y Zn, con respecto al control. El contenido de
antocianinas se incrementd; delfinidina en 27.34 % y cianidina en 23.52 % por efecto del
Cu. En el andlisis nutrimental del extracto acuoso el cv. Reyna morada present6
diferencias significativas en la concentracion de N en el tratamiento de Fe con 35.13 %,
mientras que en el cv. Criolla se encontr6 diferencia en el contenido de Mg, Mn y Cu,
donde el Mn se incrementé por efecto del Cu, mientras el Mg (22.28 %) y Cu (25 %) se

redujeron por efecto de los tres iones.

Palabras clave: flor de jamaica, antocianinas, DPPH, nutrientes.
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LINTRODUCCION

La jamaica es una planta herbacea, anual, de la familia de las Malvéceas. Sus tallos
y célices de color rojo y hojas aserradas (Guardiola y Mach, 2014) contienen antocianinas,
derivadas de los flavonoides y que le confieren un pigmento rojo a esta planta, pero que
ademaés tienen efectos benéficos para la salud por sus altas propiedades antioxidantes
(Prenesti et al., 2007). Por lo general, la jamaica se utiliza para infusiones, ya se han
empleado las hojas o calices solos, 0 en combinacion con otras plantas (Plotto, 2004). El
extracto de los célices es a la vez un buen colorante (Tsai et al., 2002), equivalente (16 a
25 %) en capacidad antioxidante al té verde (Ramirez et al., 2012). Al fraccionar los
compuestos responsables de la actividad antioxidante en jamaica en el sistema HPLC, se
componen de un pigmento rojo que se identific6 como la antocianina delfinidina-3-
sambubiosido, mientras que un pigmento rosa correspondié a la antocianina cianidina-3-

sambubiosido (Tsai et al.; 2002 y Da-Costa et al., 2014).

La capacidad antioxidante de los fenoles depende de su biodisponibilidad y
absorcion dentro de un organismo, en tanto que su concentracion en la planta esta en
funcién de varios factores como el clima, tipo de suelo, tipo de cultivo y exposicién al sol
entre otros (Barbosa et al., 2008). Ademas del acido alfa lipoico, las vitaminas C, E y A,
los polifenoles son antioxidantes no enzimaticos o secundarios, con capacidad para destruir
directamente a las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Clarkson y Thompson, 2000). Al
no formarse una defensa antioxidante al 100 %, la formacion de radicales libres se
incrementa en el organismo, a lo que se denomina estrés oxidativo (Barbosa et al., 2008).
La oxidacién, que se puede generar en las moléculas bioldgicas, membranas y tejidos, es
inducida por el oxigeno activo y mediada por los radicales libres (Prenesti et al., 2007,
Castafieda et al., 2008). Dicho estrés oxidativo se asocia a la patogénesis de enfermedades

en humanos como: arteriosclerosis, artritis, demencia, cancer entre otras (Patel, 2014).
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Dentro de las especies con oxigeno activo se encuentran los radicales superoxido (Oz7), el
peroxido de hidrogeno (H202), el éxido nitrico (NO) y el oxigeno singulete (O>)

(Castarieda et al., 2008).

En una planta, los niveles celulares de ROS son estrictamente regulados por una
compleja red de defensa antioxidante, que incluye reacciones enziméticas y moléculas
amortiguadoras antioxidantes que mantienen la homeostasis en todos los compartimentos
celulares (Marti et al., 2009). Asi, la defensa antioxidante actla controlando las cascadas
de oxidacién y protegiendo a las células contra dafios oxidativos. Esta defensa puede
minimizar la produccion de ROS o incluso eliminar las ya producidas, reduciendo la

posibilidad de dafio celular (Moller, 2007).

Es bien sabido que elementos quimicos como Cu, Mo, Ni, Cl y Zn, entre otros, son
esenciales para el crecimiento vegetal (Reeves y Baker, 2000). Sin embargo, mas alla de
ciertas concentraciones umbral, estos mismos elementos se vuelven toxicos para la
mayoria de las especies de plantas (Blaylock y Huang, 2000), donde pueden provocar
cambios transitorios en los niveles de determinados iones y moléculas (lipidos, especies
reactivas de oxigeno (ROS) y antioxidantes). Debido a su capacidad de catalizar la
formacion de radicales libres dafiinos y para iniciar la peroxidacion de lipidos, el Cu puede
ser extremadamente fitotoxico, principalmente en el proceso de fotosintesis (Sgherri et al.,
2007), mientras que el Fe, en concentraciones excesivas, puede generar estrés oxidativo al
incrementar la concentracion de ROS dentro de los compartimentos celulares (Sinha y
Sexena, 2006). Las antocianinas que se producen por efecto del estrés oxidativo pueden
ayudar a combatir los radicales libres. En extractos de célices de jamaica, se observé una
mayor actividad mientras mas concentradas estuvieron las antocianinas; pero al reducir
Fe3* a Fe?* y la capacidad antioxidante por el método de DPPH, se observé una misma

tendencia en cuanto a la reduccion del radical y del ion (Medina et al., 2013).
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Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de aspersiones
foliares con Cu, Zny Fe en etapa de plantula, sobre las variables fisicoquimicas, contenido
de antocianinas, capacidad antioxidante y el contenido nutrimental en extractos acuosos de

calices de jamaica cvs. Criolla y Reyna Morada, 57 dias después de la ultima aspersion.
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ILMATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizo en el invernadero y laboratorios de Nutricion
Vegetal y Tecnologia Postcosecha del Colegio de Postgraduados (CP), Campus
Montecillo, ubicado a 19° 29’ latitud norte y 98° 54’ longitud oeste, en Montecillo,

Texcoco, Estado de México.
2.1. Obtencion de material vegetal

Se utilizaron plantulas obtenidas de semilla de los cultivares Criolla y Reyna

Morada, donada por productores del municipio de la Huacana, en Michoacan, México.

La jamaica cv. Criolla, posee flores con pétalos rosa palido con bordes amarillo claros; las
anteras maduras son amarillo claras y el estigma es rojo oscuro. Su céliz, es de color rojo
oscuro al momento de la cosecha, mide de 1.4 a 6.0 cm de largo y de 0.5 a 2.5 cm de
didmetro. La semilla es de color café oscuro, y de forma arrifionada; el peso de 100
semillas varia de 1.4 a 2.1 g; el ciclo de este cultivo hasta la cosecha es de 160 a 180 dias

(Ariza et al., 2014).

El cv. Reyna Morada, presenta flores de color amarillo rosado y caliz rojo intenso, que
alcanza hasta 7.5 cm de largo y de 5.95 g de peso, en promedio puede alcanzar un
rendimiento de 70-80 g planta™ y su ciclo hasta la cosecha es de 150-165 dias (Diaz et al.,

2011).
2.2. Preparacion del experimento

Previo a la siembra, las semillas de cada cultivar se desinfectaron con 10 gotas L
(v/v) de Hipoclorito de sodio comercial (6%), durante 15 minutos, se enjuagaron con

agua destilada y se colocaron en una solucion de 10 gotas L™ (v/v) de Microdin ® (plata
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ionizada), en la cual se mantuvieron durante 15 minutos, se enjuagaron nuevamente y al

final se colocaron en agua destilada durante 6 h para su imbibicion.

Las semillas, ya embebidas, se colocaron en charolas de polipropileno rigido con 50
cavidades redondas, con dimensiones de 52.7 cm de largo, 26. 19 cm de ancho, 6.0 cm de
altura y 4.28 L de volumen por charola. En total se requirieron seis charolas por cultivar.
Se utilizd6 como sustrato turba Sphagnum. Las charolas se regaron a diario con agua
destilada hasta la germinacion y formacién de hojas verdaderas. Posteriormente, el riego
se hizo con la solucion nutritiva de Steiner (Steiner, 1984), cuya composicion base fue la
siguiente (meq-litro?): 12 NO-, 1 H.PO4, 7 SO4%, 7 K, 4 Mg y 9 Ca y micronutrimentos), cuando
salen las hojas verdaderas el riego se hizo con la solucién a 25%, durante 12 dias, al 50 %

por 15 dias y al 100 % hasta finalizar el experimento.

Las charolas se mantuvieron dentro de un invernadero de estructura metalica tipo tdnel

con 3 m de ancho x 6 m de largo por 3.5 m de altura.

2.3. Manejo del experimento

Siete dias después de la ultima aspersion (47 DDS) se seleccionaron diez plantulas por
tratamiento y se trasplantaron a bolsas de plastico de 35 x 35 cm, como sustrato se utilizd
una mezcla de fibra de coco lavada, perlita, vermicomposta y tierra de monte, en
proporciones 1:1:1:1, respectivamente. Las plantas se mantuvieron en invernadero 103
DDS, se regaron una vez por semana con solucién nutritiva Steiner al 100 %, y cada dos
dias con agua de la llave. Los célices se cosecharon manualmente, se pesaron y midieron,
se colocaron en bolsas de papel estraza y se llevaron a una camara de secado donde

permanecieron 72 horas a 40 °C.

87



2.4. Tratamientos evaluados

Se probaron cuatro tratamientos en invernadero, las plantas estuvieron bajo un
disefio completamente al azar con diez repeticiones por tratamiento; en total se contd con
80 unidades experimentales, 40 por cada cultivar, mismos que se describen en el Cuadro

1.

Cuadro 1. Tratamientos utilizados en plantulas de jamaica de los cultivares Reyna Morada

y Criolla.
Tratamientos Descripcion

1 Plantas sin aplicaciones foliares en almacigo. Control

2 Plantas tratadas en almacigo con fertilizacion foliar de sulfato de
Cu*2(0.15 %)

3 Plantas tratadas en almacigo con fertilizacion foliar de sulfato de
Zn*2(0.15 %)

4 Plantas tratadas en almacigo con fertilizacién foliar de quelato de

Fe* (EDTA) (0.075 %)

2.5. Variables evaluadas

2.5.1. Preparacion de los extractos acuosos

Los extractos acuosos, se hicieron por cuadruplicado. Cada uno estaba compuesto
de la mezcla macerada de célices de dos unidades experimentales de un mismo
tratamiento. De cada duplicado se pesaron 2.5 g de calices y una vez pesados se colocaron
en frascos de vidrio Schott Duran ® de 250 mL, donde se agregaron 200 mL de agua
destilada, se dejaron reposar por 24 h a temperatura ambiente y en oscuridad, para
posteriormente someterlos a bafio maria durante 15 minutos a 40 °C. En los extractos se

midieron las siguientes variables:
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2.5.2. pH

El pH se midio con un potenciometro Beckman pH Meter ®, en 5 mL del extracto

obtenido; se hizo una lectura por repeticion.

2.5.3. Acidez titulable

La acidez titulable se determiné con la metodologia de la AOAC (Métodos
Oficiales de Analisis), (AOAC, 1980). De cada una de las muestras se utilizd6 5 mL de
extracto acuoso, se le colocaron unas gotas de fenolftaleina y se le realizo la titulacion con
NaOH 0.089 N y con el pH (8.2-8.3) de virado de color rosa sublime a rosa intenso como
punto final de la titulacion. El resultado se expresé como porcentaje del &cido citrico

presente mediante la siguiente ecuacion:

% acidez=GB * N * P¢q*100/ A

Donde:

GB = Gasto de bureta [NaOH] mL

N = Normalidad del agente titulante

Peq = del &cido de muestra (0.064 para 4cido citrico)

A = Alicuota en mL de muestra (5 ml).

2.5.4. Sélidos solubles totales (° Brix)

Los solidos solubles totales se midieron por el método 932.12 de la AOAC (1990),
que consiste en tomar una gota del extracto acuoso, a temperatura de 22 * 1 °C, y
colocarla en el sensor dptico de un refractometro digital (P-R32 marca Atago Palette ®

cuya capacidad de medicionesde 0a 32 % ).
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2.5.5. Acido ascérbico

El &cido ascérbico se determind por el método del 2,6 diclorofenol indofenol
(AOAC, 2000). La alicuota de 5 mL de la muestra se titulé con una solucidon estandarizada
de 2,6 diclorofenol indofenol, se le colocaron unas gotas de fenolftaleina y se titulé hasta
obtener un color rosa permanente, el contenido se estimé por referencias contra soluciones
de acido ascorbico de concentraciones conocidas y se expresé en mg por 100 g de é4cido
ascorbico. Al considerar que el tratamiento térmico que se emplea para preparar los
extractos (92 °C) puede provocar una reduccion del contenido de vitamina C hasta de 72.4
% (Salinas et al., 2012), en este caso se procesaron a 40 °C durante 15 m. El contenido de

vitamina C se estimd con la siguiente ecuacion:

mg de acido ascorbico = (Gasto) (FDye) (Vt) (100) / (V alicuota) (pm)
Donde:

Gasto = Gasto de la titulacion (mL)

F Dye =Factor de la solucién indicadora

V t =Volumen de la muestra total (mL)

V alicuota= VVolumen de la alicuota (mL)

P m = peso de la muestra (g)

El factor Dye se calcul6 por medio de la siguiente férmula: Factor Dye = 0.5/gasto
en la titulacion.

2.5.6. Antocianinas

Las antocianinas se determinaron por cuatriplicado a partir de 2 g de célices secos
pesados en una balanza electrénica (OHAUS Voyager ® Pro VP114CN) y macerados. Los
calices se colocaron en frascos de vidrio transparentes con tapa negra (previamente
forrados con papel aluminio para aislarlos de la luz), con una capacidad de 25 mL, a cada

muestra se le adicioné 10 mL de metanol acidificado (1 % HCL, v/v) y se dejaron reposar
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72 hrs a 4 °C, después de incubacion se realizd una dilucion 1:50. Para determinar
delfinidina se leyd la absorbancia a 510 nm, en tanto que para cianidina la lectura se tomd
a 530 nm en un espectrofotometro Genesys ® 10 UV (Termo Spectronic). Los contenidos

de ambas antocianinas se calcularon con la siguiente expresion:

Antocianinas (%) = absorbancia X factor de dilucién/=

Donde:

Factor de dilucion = (100/2 * 50/1)= 2,500
Coeficiente de extincion de metanol acidificado (¢) = 98.2

2.5.7. Capacidad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante de los célices se hizo por planta
cosechada. La actividad antioxidante se evalu6 por el método del radical libre DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazil), como lo describen Brand et al. (1995), con una curva de

calibracion a base de DDPH vy trolox (Apéndice B).
2.6. Analisis nutrimental

El contenido nutrimental se determiné por triplicado en el extracto acuoso de los
calices. La determinacion de N total se hizo por el método Kjeldahl; las determinaciones
de P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, By S, se hizo a través de la lectura en el espectrofotometro

de emision atomica de induccion con plasma acoplado (ICP-AES VARIAN Liberty™ II).
2.7. Analisis de datos

Se realiz6 un analisis de varianza para cada variable, y las pruebas de comparacion de
medias correspondientes, mediante el procedimiento ANOVA (Tukey, P = 0.05), con la

ayuda del software estadistico SAS (SAS Institute version 9.0).
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IILRESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Variables fisicoquimicas

En el cultivar Reyna Morada, la acidez titulable y el pH en los extractos acuosos de
los céalices no se modifico por efecto de los tratamientos en los dos cultivares,
estadisticamente no hubo diferencias significativas. El efecto del Cu favorecié la
concentracion del &cido ascorbico, ya que tuvo un incremento de 58.82 % con respecto al
control. De acuerdo con Troncoso y Guija (1998), el &cido ascérbico en presencia de trazas
de metales de transicion, como el Cu, se genera radicales hidroxilo a través de un proceso
de autooxidacion, reaccion que resulta en la formacion de especies reactivas como son los
radicales libres hidroxilo. El efecto que eventualmente puede ejercer el &cido ascorbico
depende de la concentracion de éste, y en tal sentido, el mismo puede comportarse como
un eficiente antioxidante, o en su defecto, actuar como un prooxidante. En el presente
trabajo, la mayor cantidad del &cido por el Cu en Reyna Morada pudo ser en respuesta a la
expresion genética del cultivar en funcién a las condiciones presentes durante su
desarrollo. Por ultimo, los grados Brix no presentaron diferencias estadisticas entre

tratamientos. (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de la aplicacion foliar de Cu, Zn, y Fe en plantula de Hibiscus sabdariffa
L. sobre la acidez titulable, pH, acido ascorbico y solidos solubles en extractos
acuosos de célices cv. Reyna morada.

Tratamiento Acidez pH Acido ascorbico Solidos
titulable mg* acido ascorbico. 100 ml  Solubles
(%) de muestra (°Brix)
Control 0.30 a 3.37a 10.54 b 0.77 a
Cu 0.27 a 3.39a 16.74 a 0.75a
Zn 0.30a 3.36a 992 b 0.80 a
Fe 0.28 a 3.42a 7.44 b 0.72a
DMS 0.089 0.060 4.63 0.15

DMS = diferencia minima significativa. Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales
(Tukey, P <0.05).
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En el cultivar Criolla, se encontraron diferencias estadisticas en pH, solidos
solubles, y acido ascorbico. En acidez titulable todos los tratamientos  fueron
estadisticamente iguales; sin embargo, se presentd una reduccion del 33.34 % por efecto
del Cu (Figura 1 A). De acuerdo con Prenesti et al., (2007), el papel que juega la acidez es
de proteccion para las moléculas fenolicas, ya que ayuda a la preservacion del color y del
poder antioxidante de éstas. En cuanto a pH, el Cu y Zn superaron significativamente a
los otros tratamientos (5.04 % y 3.85 %) mas que el control, respectivamente (Figura 1 B).
En el contenido de acido ascorbico, el tratamiento de Fe super6 estadisticamente a los otros
tres, alcanzando sus niveles maximos comparado con el control (3.10 %) (Figura 1 C). De
acuerdo con Ismail (2008), el contenido de vitamina C de calices ricos tienen un valor
promedio de 14 mg.100g?, cifra 24 % inferior a la obtenida con el tratamiento de Fe, lo
cual indica que su aplicacion favorece su sintesis en el cv. Criolla; situacion deseable, ya
que la Vitamina C, o acido L-ascérbico (AA), es una vitamina esencial y un importante
agente antioxidante hidrosoluble (Serra y Cafaro, 2007). Salinas et al., (2012) observaron
que los cultivares con mayores contenidos de vitamina C, también presentaban en comun
un bajo contenido de antocianinas y acidez. Este mismo fendmeno se presentd en los dos
cultivares evaluados en el presente trabajo. Mayores concentraciones de acido ascorbico se
asocian con pHs bajos, porque la mayor concentracién de iones H* protege al 4cido de la
oxidacion (Salinas et al., 2012).Y por ultimo, el contenido de los sélidos solubles, en los
tratamientos de Cu y Zn los °Brix disminuyeron 12.5 % con respecto al control, pero

resultaron estadisticamente iguales que el tratamiento con Fe (Figura 1 D).
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Figura 1. Efecto de la aplicacion foliar de Cu, Zn, y Fe en plantula de Hibiscus sabdariffa
L. sobre la acidez titulable, pH, acido ascorbico y solidos solubles en extractos
acuosos de célices cv. Criolla.

3.2. Contenido de Antocianinas

Los contenidos de las antocianinas delfinidina-3-sambubiosido (delfinidina) y
cianidina-3-sambubiosido (cianidina) en los extractos acuosos de célices del cv. Reyna no
fueron afectados significativamente por las aspersiones foliares de Cu, Zn y Fe (Cuadro

3).
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Cuadro 3. Concentracion de las antocianinas delfinidina-3-sambubiosido (delfinidina) y
cianidina-3-sambubiosido (cianidina) aisladas de extracto de calices de Jamaica
del cv. Reyna.

Tratamiento  Delfinidina Cianidina
mg.100 gt  mg.100 gt

Control 12.06 a 15.27 a
Cu 11.93a 15.08 a
Zn 12.44 a 15.84 a
Fe 13.86 a 1752 a
DMS 3.93 5.05

DMS = diferencia minima significativa. Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales
(Tukey, P <0.05).

Por otra parte, en el cv. Criolla en relacion al control, la concentracion de
delfinidina se incrementd 27.34 % y 25 % en los tratamiento con Cu y Zn; y disminuyd
29.69 % en el tratamiento con Fe, respecto al control (Figura 2). En la concentracion de
cianidina, se observd practicamente la misma respuesta, aunque sus magnitudes fueron
mayores en todos los casos, donde el tratamiento de Cu y Zn tuvieron 23.52 % y 20.58 %
respectivamente mas que el control, mientras que el Fe se redujo en 31.18 %. Los
incrementos en las concentraciones de estas antocianinas por las aspersiones de Cu y Zn
en etapa temprana, indican que con un manejo adecuado de la nutriciones posible mejorar
la calidad nutracéutica de la jamaica. Al suministrar delfinidina y cianidina a ratas de
laboratorio, éstas se absorben rapidamente en el tracto gastrointestinal y derivan en la
proteccion contra la aterosclerosis y el cancer (Tsai et al., 2002); por lo tanto, como estas
antocianinas son la principal fuente de la capacidad antioxidante en el extracto de jamaica,
el promover su consumo en la poblacion puede representar un ahorro econdémico

importante tanto para los consumidores como para el sector salud.
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Figura 2. Efecto de la aplicacion foliar de Cu, Zn, y Fe en plantula de Hibiscus sabdariffa
L. sobre la concentracion de las antocianinas delfinidina y cianidina en el cv.
Criolla, 103 DDS.

3.3. Capacidad antioxidante

Ninguno de los tratamientos utilizados mostraron efecto significativo sobre la
capacidad antioxidante (Cuadro 4); sin embargo, se ha sefialado (Ibarra et al., 2011) que
una inhibicion de por lo menos 50 % de la concentracion de DPPH representa una buena
actividad antioxidante y de acuerdo con Tsai et al. (2002), el benefici6 nutricional de la
jamaica como antioxidante depende de la disponibilidad de las antocianinas, que en todos
los casos superaron los 12 mg.100g™* en este estudio. Los calices de jamaica recolectados
35 dias después de la floracion presentan mayor concentracion de antioxidantes que los
calices mas inmaduros (Christian y Jackson, 2009), esta puede ser una de las causas de la
baja capacidad de antioxidantes en el presente trabajo, ya que los calices se cosecharon en

madurez fisiologica.
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Cuadro 4. Porcentajes de inhibicion del radical DPPH de calices de jamaica (Hibiscus
sabdariffa L) de los cv. Reyna y Criolla, en respuesta a la aspersion de iones

metalicos.
Cultivar

Tratamiento Reyna Morada Criolla
Inhibicion del radical DPPH (%)

Control 65.23 a 61.01 a

Cu 69.86 a 77.74 a

Zn 70.00 a 79.63 a

Fe 71.71a 69.84 a

DMS 29.702 25.84

DMS = diferencia minima significativa. Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales
(Tukey, P <0.05).

3.4. Contenido nutrimental

En el cv. Reyna Morada, no se detectaron diferencias significativas para ninguno de
los nutrimentos analizados (Cuadro 5). Al comparar el nivel méas alto de Cu que se obtuvo
(0.04 mg. 100gY), estos resultaron considerablemente menores a los obtenidos por Ortiz
(2009), que observé un contenido de 0.09 mg. kg de Cu, lo que asocia a las practicas de
manejo al emplear el cobre como preventivo a fitopatdgenos. Por otra parte, el contenido
de Fe aqui obtenido varié de 0.03-0.06 mg.100g™*; otros trabajos indican 27.14 mg.100g™*
(Ortiz, 2009) y hasta 57 mg.100g™* (Ismail et al., 2008) del mismo elemento. En cuanto al
Zn, el contenido de este elemento en el presente trabajo fue de 0.14-0.23 mg.100g™,
similar a lo reportado por Ortiz (2009). Estadisticamente el Unico elemento que presentd
diferencias fue el N, donde el tratamiento de Fe fue el que present6 un mayor contenido de
1.50 mg.100g?, que corresponde al 35.13 % maés que el control. De acuerdo con la base de
datos de nutrientes de USDA (2015) para céaliz de Hibiscus sabdariffa, el N lo indican
como contenido de proteina y presentan un valor de 0.96 g.100g™%, al obtener el porcentaje
de proteina mediante el factor de conversion de nitrégeno a proteina (6.25), en el presente

trabajo se obtuvo 0.93 g.100g™ de proteina, un valor similar al reportado. Cabe sefialar que
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un bajo contenido de N en céliz se puede deber a la gran cantidad que demanda de este
elemento la semilla, que tiene un alto contenido de proteina cruda (27.78 %), entre otros
elementos la semilla también requiere de K (1,329 * 1,47 mg.100* g), Na (659 * 1,58
mg.100? g), Ca (647 + 1,21 mg.100* g), P (510 + 1,58 mg.100 g ) y de Mg (442,8 +

1,80 mg. 100 g) (Nzikou et al., 2011).

Cuadro 5. Efecto de la aplicacién foliar de Cu, Zn, y Fe en plantula de Hibiscus sabdariffa
L. sobre el contenido nutrimental en célices del cv. Reyna morada, cosechados

103 DDS.
Tratamiento N P K Ca Mg S Fe Zn Mn Cu B
mg. 100g™*

Control 111.3b 27.59a 11893a 4457a 4956a 1225a 0.10a 023a 026a 004a 027a
Cu 1299ab 2537a 11365a 4527a 47.29a 9.06a 006a 023a 02la 004a 027a
Zn 1113b  26.82a 118.19 546l1a 53.08a 9.78a 0.10a 0.19a 0.23a 0.03a 029a
Fe 150.96a 23.45a 101.72a 49.84a 422la 990a 0.07a 015a 0.2l1a 0.03a 0.26a
DMS 37.3 4.81 54.69 14.70 16.49 3.94 0.13 0.20 0.13 0.03 0.06

DMS = diferencia minima significativa. Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales
(Tukey, P <0.05).

En el cv. Criolla, solo se detectaron efectos de los tratamientos en la concentracion
de Mg, Mn y Cu, EI Mg, se redujo en los tratamientos con los iones, donde el nivel méas
bajo correspondi6 al tratamiento de Fe con 22.28 % menos que el control, con una
concentracion de 44.11 mg.100g?, un valor bajo de acuerdo a lo reportado por USDA
(2015) de 51 mg.100g?, lo que parece indicar que los tres iones afectan la concentracion
del Mg, ya que el control presenta un valor por encima de lo reportado de 56.75 mg.100g™.
El Mn incrementd su concentracion con la adicion de Cu y Zn (Cuadro 6), pero sin
alcanzar los niveles toxicos (200 a 5,300 mg.kg™) que indica Reisenauer (1994). La buena
asimilacion de Mn es importante para la planta porque es uno de los elementos que mas
contribuyen al funcionamiento de varios procesos biolégicos incluyendo la fotosintesis, la
respiracion y la asimilacion de nitrogeno. El Mn también es importante ya que puede ser

cofactor de la superoxido dismutasa (Mn-SOD) una metaloenzima que cataliza la
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disminucion de ROS frente a una situacion de estrés oxidativo (Bonilla, 2008). Los niveles

de Cu tambieén se redujeron por efecto de los tres iones, 25 % menos que el control y 66.67

% con respecto a lo reportado por Ortiz (2009).

Cuadro 6. Efecto de la aplicacién foliar de Cu, Zn, y Fe en plantula de Hibiscus sabdariffa
L. sobre el contenido nutrimental en calices del cv. Criolla, cosechados 103

DDS.
Tratamiento N P K Ca Mg S Fe Zn Mn Cu B
mg. 100g™*

Control 926a 2665a 11603a b5515a b56.75a B865a 006a 027a 028c 004a 032a
Cu 1043a 2411a 10842a 5326a 47.10ab 856a 0.09a 020a 04la 0.03b 0.28a
Zn 1474a 257l1a 108.48a 58.03a 46.05b 1193a 0.10a 0.12a 039ab 003b 029a
Fe 139.3a 26.72a 90.36a 52.69a 44.11b 11.01a 0.14a 027a 0.32b 0.03b 0.30a
DMS 107 5.36 28.82 12.09 10.06 6.12 0.14 0.17 0.09 0.007 011

DMS = diferencia minima significativa. Medias con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales
(Tukey, P <0.05).
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IV.CONCLUSIONES

La aplicacion foliar de Fe, Cu y Zn a plantulas de Jamaica cv. Criolla modifico el pH y
acido ascorbico del extracto de céalices, en comparacion con el cv Reyna Morada que no

presento diferencias significativas en las pruebas fisicoquimicas.

La aplicacion de Cu y Zn en cv Criolla incrementa la cantidad de antocianinas.

No se presentd significancia en el contenido de antioxidantes.
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VI. CONCLUSIONES GENERALES

La aplicacion foliar de Fe en plantula tuvo un efecto positivo sobre los valores en la
RAF y AFE vy la aplicacion de Cu incremento el valor de TAC. En el cv Reyna
Morada se modificé el contenido nutrimental con la aplicacion foliar de Fe y Zn.
La capacidad antioxidante en hojas de las plantulas se redujo por la aplicacion de

Cu.

En el cv. Criolla, la aplicacion de Zn mejord la altura de las plantas y favorecio la
diferenciacion floral. EI Fe incremento el area foliar y peso seco de hojas, asi como
el diametro de céaliz, mientras que el Zn promovio la longitud del mismo. El
contenido nutrimental en follaje mejoré en ambos cultivares por la aplicacion foliar
de Fe en las plantulas.

En el cv Criolla, la cantidad de antocianinas se incrementd con la aplicacion de Cu
y Zn y el contenido de acido ascérbico aument6 por el Fe aplicado en plantula. El
contenido nutrimental en céliz de las dos cultivares se modifico con la aplicacion
de los iones.

Hay una respuesta diferencial entre los dos cultivares a la aplicacion foliar de Fe,

Zny Cu.
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VIL. APENDICE A.
Determinacion del area foliar empleando el software ImageJ

El software ImageJ ®, es un software libre para analisis de iméagenes y para determinar el
area foliar en forma simple, precisa y a un bajo costo (Rincén et al., 2012), se puede

descargar desde internet, en la direccion; http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html y se

elige de acuerdo al sistema operativo del equipo con que se cuente, Mac OS X, Linux o
Windows. Esta forma de determinar el area foliar es muy Gtil para cultivos de hojas chica o
para plantulas. Se separan las hojas del tallo y se colocan sobre una hoja de papel blanca a
la que se le traza una pequefia linea de un cm con la ayuda de una regla, que se utilizara

como un punto de referencia (Figura Al).
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2014, 3.26 §:37

Figura Al. Acomodo de hojas vegetales sobre la hoja de papel con la medida de
referencia para calibrar el software.

1. Ya que se tienen bien identificadas las hojas, se captura la imagen (siempre con la
misma camara y la misma configuracion de acuerdo al nimero de pixeles) utilizando una

altura determinada, la cual también debe ser constante.
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2.Cuando se tienen las fotos, se abre el programa y muestra la ventana (Figura A2) con

diferentes opciones para el analisis.

Figura A2. Ventana con herramientas de trabajo del software ImageJ.

3.Para abrir una foto que se va a analizar, se da clic en “FILE” se despliega el menu y se
selecciona “OPEN” se busca la carpeta donde se encuentran guardadas las fotos y se

selecciona la foto a analizar.

4.Cuando el programa abre la foto se selecciona la opcién “STRAIGHT” |~|, después se
selecciona la escala marcada en la hoja de papel, posterior se selecciona la opcion
“ANALYZE”, se despliega un menu y se selecciona la opcion “SET SCALE” y en la
opcion “UNIT OF LENGTH” y se escribe cm, ya que es la unidad de referencia (Figura

A3).
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Figura A3. Configurar la seleccion de la linea (1 ¢cm) de referencia (A) con la opcion
“STRAIGHT” (B), después la opcion en “ANALYZE” (C) seleccionar “SET
SCALE” (D) y en la opcion “UNIT OF LENGTH?” se indica cm (E).
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5. Una vez que se configura la unidad de referencia, se selecciona la opcion “PROCESS”,
se despliega un ment, se selecciona la opcion “BINARY” después la opcion “MAKE

BINARY” y las imagenes de las hojas cambian a color negro (Figura A4).
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Figura A4. Conversion de color a negro para anélisis de area foliar utilizando la opcion
“PROCESS”, después “BINARY” y al final se selecciona “MAKE BINARY”.

5.Ya que se cambiaron las imdgenes a color negro, se selecciona la opcion “WAND” N
con la ayuda del boton “’SHIFT” del teclado y con el clic derecho del ratdn, se selecciona

imagen por imagen, manteniendo la seleccion de todas, indica la seleccion con una linea

amarilla en el contorno de cada hoja de la planta seleccionada (Figura A5).

109



i DSCFIOS0ipg (16.7%) - ol
AZBBIZN6 pinaly; 3-bit Drvertng LUT); 13M8

1 s Elt image Process
il ool <2+
MBI =270, y=1326, vaoe=255

CRIOLLA

Zn?* 4. 3.5 697

e mls alslaFl

Figura AS. Seleccion de cada una de las hojas para su analisis foliar empleando la opcion
“WAND”.

6. Con las hojas de la planta seleccionadas, se utiliza la opcion “ANALYZE” se

despliega el menu y se selecciona la opcion “MEASURE” (Figura 6).
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Figura A6. Solicitud del valor de las medias del area foliar de las hojas analizadas a través
de la opcion “MEASURE”.

7. Al presionar la opcion “MEASURE” se abre automéaticamente una nueva ventana,
donde indica el nimero que corresponde a la fotografia analizada, el area, la media y un
valor minimo y uno maximo, se recomienda utilizar el valor de la media. Una vez que
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se cuenta con los valores de todas las hojas analizadas se selecciona la opcion “FILE”,
después “SAVE AS”, se abre una nueva ventana para guardar el archivo y se crea un

archivo en el programa EXCEL.
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VIII. APENDICE B.

7.1. Capacidad antioxidante

Se utilizaron 7.5 mg de DPPH, 10.31 mg de trolox (97 %) (6-hidroxy-2, 5, 7,8-
tetramethylchromane-2-carboxyl acid) y se llevaron a aforo a 50 y 100 mL
respectivamente. Se macero el material vegetal congelado a — 70 °C, se pes6 100 mg de las
hojas congeladas y maceradas, se colocaron en tubos Eppy ® de 2 mL, se agregaron 1.5
mL de etanol al 60 % y se incuba por 24 hrs en refrigeracion a 3 °C. Al cumplirse las 24
hrs las muestras se centrifugan a 15,000 rpm por 20 min, se colecta 400 pL del
sobrenadante y se adicionan 600 pL de metanol al 80 % y agitar en el vortex. Se adiciona 1
mL de la solucién de DPPH, se agitd en el vortex, se dejé incubar por un periodo de 60
min a 30 °C en oscuridad. Y se tomo la lectura en un espectrofotdmetro Thermo scientific
(Genesys 10 UV) ®, a una longitud de onda de 517 nm, se utiliz6 800 uL etanol al 60 %
mas 1,200 uL de metanol al 80 % como blanco y como referencia se utilizé una curva de

calibracion que se realizé con ocho niveles en la concentracion de Trélox (Cuadro 2).

Cuadro 2. Curva de calibracion de Trélox, para determinacion de capacidad antioxidante
mediante el método de DPPH.

Concentracion Solucion trolox Metanol 80 % DPPH Volumen
trolox (ug) (uL) (uL) (uL) total

0 0 1,000 1,000 2,000 pL
1.25 25 975 1,000 2,000 pL
2.5 50 950 1,000 2,000 pL
5 100 900 1,000 2,000 pL
10 200 800 1,000 2,000 pL
15 300 700 1,000 2,000 pL
20 400 600 1,000 2,000 pL
25 500 500 1,000 2,000 pL

112



