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RESUMEN

APLICACION DE NPs Ca PARA INDUCIR LA PRODUCCION DE
BIOCOMPUESTOS EN FRUTOS DE TOMATE CULTIVADO BAJO ESTRES
SALINO

Por

JUANA DE JESUS VAZQUEZ ROQUE
MAESTRIA EN CIENCIAS EN HORTICULTURA

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DR. ANTONIO JUAREZ MALDONADO — ASESOR

Saltillo, Coahuila Julio 2022



El cultivo del tomate tiene gran importancia econémica y nutricional a nivel
mundial, debido a su alto contenido de compuestos bioactivos, que promueven
la salud humana, al contribuir en la reduccion de diferentes enfermedades
cronicas, sin embargo, el rendimiento del cultivo puede verse afectado
negativamente por la salinidad del suelo. El objetivo de esta investigacion es
evaluar el impacto de las CaNPs sobre los biocompuestos de los frutos de tomate
cultivados bajo estrés salino. Se evaluaron cinco tratamientos:1) un control con
50 mM de NacCl, 2) NPs Ca a 2500 mg L™, 3) NPs Ca a 2500 mg L™* méas NacCl
a 50 mM, 4) Ca (NOz) a 2500 mg L™* mas NaCl a 50 mM, y 5) un control sin la
aplicacion de NPs Ca ni NaCl (TO0). El estrés salino provoco severos dafios sobre
el desarrollo de las plantas de tomate, sin embargo, el dafio fue mitigado por la
aplicacion de NPs Ca, ya que aumento el numero de racimos 8.35 por planta, el
namero de frutos amarrados (12.31 %), el namero de frutos totales (6.63 %), y
disminuy6 el peso de los frutos dafiados (18.44 %); se promovio también la
sintesis de fenoles (15.43 y 20.03 %) y de B-caroteno (19 %). La aplicacion como
drench de NPs Ca en tomates cultivados bajo estrés salino indujo la tolerancia al

estrés al estimular la defensa antioxidante no enzimética.

Palabras clave: nanotecnologia, NPs Ca, biocompuestos, salinidad, calidad de

los frutos.
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Tomato cultivation has great economic and nutritional importance worldwide, due
to its high content of bioactive compounds, which promote human health, by
contributing to the reduction of different chronic diseases, however, crop yield can
be negatively affected. due to soil salinity. The objective of this research is to
evaluate the impact of CaNPs on the biocompounds of tomato fruits grown under
salt stress. Five treatments were evaluated: 1) a control with 50 mM NacCl, 2) NPs
Ca at 2500 mg L™, 3) NPs Ca at 2500 mg L™ + NaCl at 50 mM, 4) Ca (NO3) at
2500 mg L™t + NaCl at 50 mM, and 5) a control without the application of NPs Ca
or NaCl (T0). The saline stress caused severe damage to the development of
tomato plants, however, the damage was mitigated by the application of NPs Ca,
since the number of clusters increased 8.35 per plant, the number of tied fruits
(12.31%), the number of total fruits (6.63 %), and the weight of damaged fruits
decreased (18.44 %); the synthesis of phenols (15.43 and 20.03%) and B-
carotene (19%) was also promoted. The drench application of Ca NPs in tomatoes
grown under salt stress induced stress tolerance by stimulating non-enzymatic

antioxidant defense.

Keywords: nanotechnology, Ca NPs, biocompounds, salinity, fruit quality.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el aumento de la salinidad del suelo es una amenaza global
para la produccion agricola (lvushkin et al., 2019). Es un problema ambiental
ampliamente distribuido en el mundo (Zhu, 2016) que tiene un impacto negativo
en la seguridad alimentaria mundial (Mohanavelu et al., 2021). Aproximadamente
1125 millones de hectéareas de tierra en el mundo presentan problemas de
salinidad. Los suelos salinos representan el 6.5 % de la superficie terrestre total
a nivel mundial, de las cuales 62 millones de hectareas, correspondientes al 20
% de las tierras cultivables del mundo se encuentran afectadas por salinidad
(Zhao et al., 2018; Egamberdieva et al., 2019). Debido a los altos niveles de
salinidad, cada afio 1.5 millones de hectareas se vuelven inadecuadas para la
produccion agricola, y se estima que para el 2050 el 50 % de las tierras
cultivables se perderan (Sanower, 2019).

En México, el 13 % del total de la superficie cultivable presenta problemas de
salinidad, siendo la regién noroeste la mas afectada, con un 7.6 % de su
superficie cultivable con elevada salinidad (Lopez-Alvarez et al., 2021).

Los suelos afectados por salinidad han ganado preocupacion mundial, debido a
que la poblacion mundial aumenta rdpidamente y a su vez la tierra cultivable
disminuye gradualmente. Por lo tanto, ser4 necesario aumentar la produccion
mundial de alimentos mas de un 60 % para el 2050, para mantener el nivel actual
de suministro de alimentos (Johansen et al., 2019). En consecuencia, surge la
necesidad de desarrollar técnicas innovadoras para mejorar la productividad
agricola (Tommonaro et al., 2021).

La alta salinidad se refiere a la presencia de una elevada concentracion de sales
en el suelo. La situacion mas frecuente de salinidad en los suelos se debe a la
presencia de cloruro de sodio (NaCl), sin embargo, pueden presentarse distintas
combinaciones de sales, siendo comunes los cloruros y los sulfatos de Na*, Ca?*,
Mg?* (Lamz y Gonzalez, 2013; Shahid et al., 2018). Los principales problemas
gue surgen en las plantas debido a la salinidad son el estrés osmotico causado

por una disminucion en el potencial del agua, lo que dificulta la adquisicion de


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/soil-salinity

agua en las células vegetales y el estrés id6nico derivado de la acumulaciéon de
iones de sodio y cloruro en las células vegetales, como consecuencia surgen
trastornos nutricionales (Yang y Guo, 2018; Tanveer et al., 2020). Ademas, el
estrés idnico perturba el balance Redox de las células vegetales, afectando la
integridad de las membranas biologicas, provocando estrés oxidativo (Vaishnav
et al., 2020). Por lo tanto, la salinidad es un factor que limita en el crecimiento y
desarrollo de las plantas en todo el mundo, afectando el rendimiento y la
productividad de la mayoria de las plantas de cultivo (Kumar et al., 2020).

El estrés salino en un factor limitante para la germinacion de las semillas de
tomate. Se informa también que el alto estrés salino (CE >4 dS m) afecta el
tiempo de transicibn de la floracion y provoca un retraso en la primera
inflorescencia junto con una reduccién en el crecimiento de brotes y raices
(Egamberdieva et al., 2019). Disminuye el nimero y peso de los frutos, influye
negativamente en el crecimiento, desarrollo y productividad de las plantas de
tomate (Pérez-Labrada et al., 2019; Vaishnav et al., 2020). Ademas, el estrés
salino puede modificar directamente la calidad de los frutos, especialmente el
contenido de compuestos bioactivos durante la vida postcosecha (Hernandez-
Fuentes et al., 2017). Para adaptarse a condiciones de salinidad, las plantas han
desarrollado mecanismos de adaptacion como la acumulacién de solutos
compatibles (prolina), (Kibria et al., 2017), proteccién enzimética (Sadik Polash
et al., 2019), compartimentacion y homeostasis de iones (Munns y Gilliham,
2015), aumento en la concentracién de Ca?* en el citosol para mantener un
equilibrio intracelular de Na* y K* (Cirillo et al., 2019), energizacion del transporte
de solutos a través de las bombas de protones. Mecanismos fisiolégicos y
bioquimicos que incluyen cambios en la morfologia, anatomia, relaciones
hidricas, fotosintesis, contenido de clorofila, perfil hormonal, asimilacién de COz,
distribucion de iones toxicos, transporte de electrones, generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Liu y Yang, 2020), lo que estimula la defensa
antioxidante de las plantas (Acosta-Motos et al., 2017; Arif et al., 2020). En
condiciones de estrés las ROS actuan como sefializadores, desencadenando

respuestas enzimaticas y no enzimaticas. Dentro de los compuestos no



enzimaticos se encuentran el acido ascoérbico (ASH), glutation (GSH), alcaloides,
carotenoides, flavonoides, compuestos fendlicos y tocoferol (Pérez-Labrada et
al., 2019). Entre los principales compuestos enzimaticos para la eliminacion de
ROS se encuentran superoxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1), catalasa (CAT,
EC 1.11.1.6), peroxidasa (POD, EC 1.11.1.7), ascorbato peroxidasa (APX, EC
1.1.11.1) , glutation reductasa (GR, EC1.6.4.2), glutation peroxidasa (GPX, EC
1.11.1.7), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR, EC 1.6.54) vy
deshidroascorbato reductasa (DHAR, EC 1.8. 5.1), entre otros (Gohari et al.,
2020; Godoy et al., 2021).

El tomate es el segundo cultivo mas importante en el mundo debido a su alto
valor nutritivo y econdmico (Benazzouk et al., 2020; Rivas-Garcia et al., 2021).
Ademas los frutos presentan un alto contenido de compuestos bioactivos que
promueven la salud humana, incluidas las vitaminas (C y E), los carotenoides ([3-
caroteno y licopeno) y los compuestos fendlicos, a los que se les atribuyen
propiedades fisiologicas, que incluyen efectos antinflamatorios, antimicrobianos,
antialérgicos, antitromboticos, anticancerigenos, vasodilatadores,
cardioprotectores y antioxidantes (Quinet et al., 2019; Ali et al., 2021). Por lo que
el consumo de tomates puede contribuir en la reduccion de enfermedades,
especialmente las enfermedades crénicas al aumentar el nivel de antioxidantes
del cuerpo, atrapando ROS vy reduciendo el dafio oxidativo a biomoléculas
importantes como lipidos de membrana, proteinas enziméticas y ADN, ayudando
asi a contrarestar los efectos del estrés oxidativo ( Ali et al., 2021).

El calcio es un macronutriente necesario para el crecimiento, desarrollo y
productividad de las plantas. El calcio juega un papel importante en la absorcién
de nutrientes, importante para el crecimiento, desarrollo y produccién de frutos
tomates, asi como para la obtenciébn de frutos de calidad, relacionado
directamente con la estructura, estabilidad y regulacion de las paredes y
membranas celulares. Es el componente principal de la lamina media,
fundamental para los procesos de division, promueve el agrandamiento celular,
mejora la fuerza de la pared celular, mejora la actividad de enzimatica y el

desarrollo hormonal (Mustafa et al., 2021). Las condiciones de salinidad afectan



su absorcion y transporte, conduciendo a la ocurrencia de desoérdenes
fisiolégicos como la pudricion final de la flor (Blosoom end rot) (Sturido et al.,
2020). La aplicacién de calcio modifica el desarrollo de las plantas y las hace
tolerantes al estrés (Mustafa et al., 2021). Puede fortalecer las plantas contra
enfermedades, aumentar el rendimiento de los cultivos, la biomasa y la tasa
fotosintética (Vijai Anand et al., 2021; Gandhi et al., 2021). Ademas, puede
aumentar los pardmetros de crecimiento, pigmentos fotosintéticos, contenido de
minerales y de antioxidantes no enzimaticos. Asi como los compuestos
antioxidantes y calidad de los frutos de pimiento en condiciones de estrés salino
(capsaicina, licopeno, B-caroteno, fenoles totales, flavonoides totales y actividad
antioxidante) (Ageeb Akladious & Ibrahim Mohamed, 2018). Se ha reportado que
la aplicacion de calcio previene la toxicidad por NaCl, ademas muestra efectos
positivos en la germinacion y crecimiento de plantas de tomate bajo condiciones
de estrés salino (Tanveer et al., 2020).

Con la finalidad de hacerle frente a los problemas de salinidad se han empleado
diversas estrategias que ayudan a las plantas a mitigar los efectos de la salinidad
(Islam et al., 2021), tales como la nanotecnologia. La nanotecnologia esta
revolucionando la produccion agricola, a través del uso de nanoparticulas, que
son nanomateriales en una escala de 1 a 100 nm (Vargas-Hernandez et al.,
2020). Las nanoparticulas tienen propiedades fisicas y quimicas Unicas (Adrees
et al., 2021). Debido a su gran area superficial y su tamafio a nanoescala (Khan
et al., 2019), poseen propiedades que contribuyen a la biodisponibilidad de
nutrientes para el sistema radicular de las plantas (Gaiotti et al., 2021). Las NPs
de SiO2 aumentan los flavonoides en plantas de tomate contaminadas con
arsénico, ademas disminuye la translocacion del arsénico y mitiga la fitotoxicidad
de la planta de tomate. (Gonzalez-Moscoso et al., 2019; Gonzalez-Moscoso et
al., 2022).

Se ha reportado que el uso de nanoparticulas de cobre en plantas de tomate
aumenta la calidad de los frutos y licopeno en condiciones de estrés abiético
(Juarez Maldonado et al., 2016; Hernandez-Hernandez et al., 2018), ademas de

gue la aplicacién de nanoparticulas contribuye a que las plantas sean resistentes



a estreses abioticos como sequia, salinidad, metales pesados, etc. (Adrees et al.,
2021; Mustafa et al., 2021). Se ha reportado que la aplicaciéon de nanoparticulas
estimula la produccion de ROS, por lo tanto el uso de NPs puede inducir un
incremento en la actividad enzimética y no enzimatica y ayudar a las plantas a
tolerar la salinidad (Farhangi-abriz y Torabian, 2018; Pérez-Labrada et al., 2019).
Se ha descrito la capacidad de estos materiales por aspersion foliar o en
soluciones nutritivas, para modificar la composicion y calidad nutraceutica de los
cultivos (Juarez-Maldonado et al.,, 2019). Ademads, la aplicacion foliar de
nanoparticulas conduce a una mayor eficiencia del uso del agua, lo que aumenta

la absorcidon de nutrientes en las plantas (Mahil y Kumar, 2019).

HIPOTESIS
Las NPs Ca mitigaran el efecto del estrés salino en el cultivo de tomate (Solanum
lycopersicum L.) y, como efecto secundario aumentaran el contenido de

biocompuestos en los frutos de tomate.

OBJETIVO
El objetivo de la presente investigacion fue determinar el impacto de las NPs Ca
sobre el contenido de biocompuestos en plantas de tomate cultivadas bajo estrés

salino.

Objetivos especificos
1.- Analizar los cambios en el sistema antioxidante.
2.- Determinar el contenido de compuestos bioactivos en los frutos de tomate.

3.- Determinar los cambios en los parametros fisiologicos.



REVISION DE LITERATURA

Antecedentes

La agricultura es la columna vertebral de la mayoria de los paises en desarrollo,
en los que gran parte de sus ingresos proviene del sector agricola (Manjunatha
et al.,, 2019). La nanotecnologia es una tecnologia prometedora que ha
proporcionado diversas herramientas agricolas en forma nanofertilizantes,
nanopesticidas y nanosensores que han mostrado efectos positivos para mejorar
la productividad agricola (Neme et al., 2021). La aplicacion de la nanotecnologia
podria minimizar del costo de fertilizantes y pesticidas, puede ayudar a mejorar
las caracteristicas de los insumos, como la entrega dirigida, la liberacion
controlada, el aumento de la solubilidad y la larga vida util. Estas caracteristicas
la hacen mas eficiente y a su vez reducen el riesgo de contaminacién ambiental
(Ealias & Saravanakumar, 2017), a través del uso de nanoparticulas que son
materiales con un diametro en el rango de 1 a 100 nm (Singh et al., 2021). En
este rango de tamario, tienen propiedades quimicas, épticas especificas y Unicas.
Las nanoparticulas pueden ser esféricas, cilindricas, tubulares, cénicas, huecas,
espirales, planas o irregulares. Su superficie puede ser uniforme o irregular con
variaciones superficiales. Algunas nanoparticulas son cristalinas o amorfas con
sélidos monocristalinos o multicristalinos sueltos o aglomerados (Ealias y
Saravanakumar, 2017).

El impacto de las nanoparticulas en las plantas depende principalmente de su
composicién quimica, tamafio, recubrimiento y de la concentracion a la que son
eficaces, asi como de la especie de las plantas. Ademas de que su efecto sobre
el crecimiento y desarrollo de las plantas depende de su forma de aplicaciéon

(directamente al suelo o por aspersion foliar) (Baazaoui et al., 2021).

Salinidad en el suelo

La salinidad del suelo es un problema mundial importante debido a su impacto
negativo en la productividad y sostenibilidad agricola, debido a que la mayoria de
las especies de cultivo son sensibles al estrés salino (Godoy et al., 2021). Los



problemas de salinidad ocurren bajo todas las condiciones climéticas y pueden
resultar tanto de acciones naturales como inducidas por el hombre. El area mas
grande de suelos salinos se encuentran principalmente en regiones aridas y
semiaridas donde la evapotranspiracion supera la precipitacion (Shahid et al.,
2018). Un suelo salino tiene un porcentaje de sodio intercambiable (ESP)
alrededor de 15, una relacién de adsorcion de sodio (SAR) menor de 13, CE mas
de cuatro dS m y pH mayor de 8.5 (Srivastava et al., 2019; Orozco-Mosqueda
et al., 2020), de acuerdo al nivel de sales presentes un suelo salino se clasifica
en cuatro clases principales: salinidad muy severa (CE >16 dS m), salinidad
severa (CE 8-16 dS m™?), salinidad moderada (CE 4-8 dS m™) y ligeramente salino
(CE 2-4 dS m) (Shokat y GrofRkinsky, 2019). Las sales que pueden inducir
salinidad son NaCl, Na2S04, MgSO4, CaSO4, MgClz, KCl y Na2CO, siendo el NaCl
la de mas frecuencia y de mayor efecto derivado de la disociacion del Na* y CI-
(Munns et al., 2020). La salinidad afecta todos los 6rganos de las plantas, desde
las raices hasta las hojas (Shokat y GroRRkinsky, 2019). La acumulacién excesiva
de iones afecta procesos fisiolégicos, bioquimicos y metabdlicos (Rahman et al.,
2018; Vaishnav et al., 2020), debido al aumento de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Yang Xiao et al., 2020) y derivado del estrés idnico y osmotico sobre el
metabolismo de las plantas (Zeeshan et al., 2020). Ademas, la salinidad dificulta
la germinacion de las semillas, la fotosintesis (destruccion del aparato
fotosintético), la transpiracion y la conductancia estomatica, disminuye el
potencial hidrico de la hoja y la presion de turgencia en la célula, desintegra la
membrana y disminuye el crecimiento celular (Arif et al., 2020).

Sin embargo, las plantas tienen mecanismos para contrarrestar los efectos
negativos del estrés salino, los cuales incluyen una homeostasis de ROS, un
incremento en el sistema de defensa antioxidante, asi como la activacion de las
vias de eliminacién de ROS, compartimentacion de iones toxicos, biosintesis de
osmolitos (principalmente la prolina), asi como una homeostasis de iones (Munns
et al., 2020).



Por otra parte, el Na* provoca el deterioro de la estructura del suelo y tanto el Na*
como el CI" son toxicos para las plantas, ademas, la absorcion de Na* y CI

conlleva a la deficiencia de nutrientes como Ca?* y K* (Acosta-Motos et al., 2017).

Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se encuentran presentes en las células
vegetales en condiciones normales, principalmente como subproductos del
metabolismo aerdbico (fotorrespiracién) y fotosintético (en la cadena de
transporte de electrones) (Mittler, 2017; Dumont y Rivoal, 2019). En condiciones
normales, existe un equilibrio entre la cantidad de produccién de ROS y su
eliminacién (Moradbeygi et al., 2020).

El término "ROS" se refiere a especies de oxigeno reducidas de forma
incompleta, estads pueden sobre producirse en condiciones de estrés bibtico y
abidtico, en diferentes compartimentos celulares como primera capa de defensa.
Las ROS intracelulares se producen en organulos como los cloroplastos,
mitocondrias 'y los peroxisomas/glioxisomas, mientras que las ROS
extracelulares son producidas por el NADPH oxidasas localizadas en la
membrana plasmatica y reticulo endoplasmico (Qi et al., 2018). La acumulacién
de ROS dentro de la célula provoca estrés oxidativo (Yang Xiao et al., 2020;
Hasanuzzaman et al., 2021).

Las ROS desempefian un doble papel en las plantas, desencadenan una
cascada de sefializacién ante diversos estreses (Qi et al., 2018), activando los
mecanismos de defensa antioxidantes (enzimético y no enzimatico), por lo cual
no solo controlan la adaptacion al estrés, sino que también regulan el crecimiento
celular, la diferenciacion, la proliferacién y el desarrollo de las plantas (Qi et al.,
2017; Mittler, 2017).

En las plantas, las ROS son el grupo mas vital dentro de las especies reactivas,
existen en estados ionicos y moleculares. Los estados ionicos incluyen radicales
hidroxilos ("OH) y aniones superoxido (O2) y el radical peroxilo (ROO*), mientras
gue los estados moleculares incluyen principalmente peréxido de hidrégeno

(H202) y oxigeno singlete (*O2) y ozono (Os) (Maurya, 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/growth-development-and-aging
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/growth-development-and-aging

El 102 se forma en las membranas fotosintéticas en las reacciones entre las
moléculas de clorofila en estado triplete y el oxigeno molecular en el interior de
los cloroplastos principalmente en el fotosistema Il (PSIl), cuando la energia
luminica absorbida por las clorofilas supera las capacidades de la fotosintesis. La
vida media observada de 'O2 es de aproximadamente 3 us y se ha demostrado
que una pequefia porcion de 'Oz puede difundirse a una distancia de varios
nandmetros, donde puede reaccionar con diversas biomoléculas (Jankul et al.,
2019).

El Oz es producido en los cloroplastos a través de las reacciones de Mehler en
donde el O2 es reducido por un electron proveniente de la fotosintesis en la
cadena de transporte de electrones (Garcia-Caparrés et al., 2019). Es una
especie nucledfila altamente reactiva con una vida media de aproximadamente 1
Js, participa en la propagacion de otras especies relacionadas con el estrés
oxidativo, como el peroxido de hidrogeno (Janku et al., 2019).

El H20:2 tiene una capacidad de reactividad moderada, es el no radical menos
reactivo. Sin embargo, puede provocar dafios a gran distancia de su punto de
generacion, esto se debe a que no tiene electrones desapareados lo que le
confiere una alta capacidad de movimiento entre las membranas biolégicas
(Garcia-Caparrés et al., 2019). EI H202es generado en los cloroplastos, el nicleo,
las membranas plasméticas, reticulo endoplasmico, mitocondrias,
especificamente en la cadena de transporte de electrones y en los peroxisomas
por la oxidacion del carbono (Garcia-Caparrés et al., 2019).

Mientras que el ‘OH es el radical libre méas reactivo debido a su corta vida,
potencial redox muy positivo y alta afinidad por biomoléculas, oxida de forma no
selectiva ADN, proteinas, lipidos, aminoacidos, azucares y metales, que
provocan dafios o inestabilidad genética (Orabi y Hussein, 2019; Hussain et al.,
2019).

En consecuencia, las células desarrollan un sistema equilibrado para
contrarrestar el efecto de las ROS y el estrés oxidativo, las plantas tienen un
mecanismo antioxidante bien regulado que consta de componentes enzimaticos

y no enzimaticos que funcionan de forma sinérgica e interactiva para equilibrar la
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sintesis y la eliminacion de ROS y prevenir el dafio celular (Kapoor et al., 2019).
Cada tipo de ROS tiene una capacidad oxidativa diferente y afecta diferentes
reacciones fisiolégicas y bioquimicas reguladas por diferentes genes en las
plantas (Huang et al., 2019). Debido a sus caracteristicas inherentes, todos los
tipos de ROS pueden dafiar macromoléculas como proteinas, lipidos, acidos
nucleicos y carbohidratos lo que puede conducir a la muerte celular (Zhou et al.,
2018).

Mecanismos de defensa antioxidante

Actualmente, las tensiones ambientales como la salinidad, la sequia, las
temperaturas extremas, los metaloides téxicos y las inundaciones son causantes
de numerosos efectos perjudiciales para los cultivos, ya que conducen al estrés
oxidativo debido a la sobreacumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Hasanuzzaman et al., 2020).

De igual manera, el estrés osmoético y el estrés idnico inducidos por la salinidad
desencadenan la sobreproduccion de ROS, lo que provocan dafios oxidativos en
los organulos celulares y los componentes de la membrana y, en niveles graves,
provocan la muerte de células y plantas. El sistema de defensa antioxidante
protege a la planta del dafio oxidativo inducido por la sal al desintoxicar las ROS
y también al mantener el equilibrio de la generacién de ROS bajo estrés salino
(Hasanuzzaman et al., 2021).

Estos mecanismos de defensa desarrollados en las plantas, son capaces de
inhibir o apagar las reacciones de los radicales libres y retrasar o prevenir el dafo
celular. Existen dos mecanismos de defensa antioxidante, los compuestos
enzimaticos y no enzimaticos (Lichtfouse, 2020).

Aparte del mecanismo de defensa antioxidante, las plantas logran evitar el estrés
salino mediante la acumulacién de osmolitos y otros antioxidantes no enzimaticos
que facilitan la eliminacion de ROS, la absorcion de agua, y disminuyen el
potencial osmaético del citoplasma (Kashyap et al., 2020). Estos mecanismos de
defensa son muy comunes en todas las plantas y sus tejidos, en diferentes etapas

de crecimiento y desarrollo. Diferentes 6rganos como la raiz o el brote pueden
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usar dicho mecanismo de defensa, que se hace mas efectivo al actuar en
conjunto con otras vias metabodlicas dentro de ese organo en particular para

sobrevivir bajo condiciones de estrés (Ahmad et al., 2019).

Compuestos antioxidantes no enzimaticos

Las estrategias no enziméaticas dependen de moléculas pequefias como los a-
tocoferoles localizados en la membrana celular, pueden desempefiar funciones
antioxidantes esenciales al actuar como “barredores quimicos de sacrificio”, lo
gue lleva a la eliminacion de moléculas de ROS mediante la oxidacion de los a-
tocoferoles (Dumont y Rivoal, 2019).

Dentro de los antioxidantes no enzimaticos se encuentra el 4cido ascoérbico o
vitamina C (AsA), glutation (GSH), acidos fendlicos, alcaloides, flavonoides,
carotenoides (licopeno y B-caroteno), a-tocoferol y los aminoécidos no proteicos
(Hasanuzzaman et al., 2020; Hasanuzzaman et al., 2021).

El AsA tiene la capacidad de reducir o minimizar los efectos negativos de las ROS
en las plantas. Puede donar electrones y proteger las membranas al reducir los
superoéxidos y los radicales hidroxilo, asi como reducir el H202 en agua y oxigeno
mediante reacciones catalizadas por la enzima ascorbato peroxidasa (AL-Aloosy
et al., 2019). Ademas, también participa en el proceso de disipacién del exceso
de energia al funcionar como cofactor de la violaxantina depoxidasa (Ramadoss
et al., 2021).

Los carotenoides como el licopeno, B-caroteno, xantofilas, luteinas, neoxantina y
zeaxantinas son antioxidantes lipofilicos capaces de proteger la maquinaria
fotosintética (AL-Aloosy et al., 2019). Funcionan como moléculas antena
capturando la luz a través de la transferencia de energia, extendiendo
efectivamente el rango de luz absorbida por el aparato fotosintético, extintores y
depuradores de clorofilas en estado triplete (3Chl*) y de 'O2 formados en el
cloroplasto a traves del ciclo de las xantofilas (Hussain et al., 2019). El licopeno
se convierte en 3-caroteno por la accion de la enzima licopeno B-ciclasa (Gavicho
Uarrota et al., 2018). La funcién principal del licopeno es la eliminacion de del

radical 1Oz, mientras que el papel principal del B-caroteno es la eliminacion de la
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clorofila triplete (sChl*), ademas participar en la formacion de la vitamina A
(Szymanska et al., 2014).

El GSH se caracteriza por su alto potencial reductor debido a la presencia de
nucledfilos centrales (residuos de cisteina) que eliminan el H202, 1Oz, "OH y Oz
Por lo que reduce el estrés oxidativo, protege la membrana plasmatica y evita la
peroxidacion lipidica. Tiene la capacidad de regenerar otros antioxidantes como
el &cido ascérbico a través del ciclo ascorbato-glutation (AsA-GSH) (Ramadoss
etal., 2021). Ademas, desempefia funciones importantes en procesos bioldgicos,
como el crecimiento celular, el desarrollo, la regulacién del transporte de azufre,
transduccion de sefales, sintesis de proteinas y acidos nucleicos, la sintesis de
fotoquelatina para la quelaciébn de metales, desintoxicacion de xenobioticos y
expresion de genes responsables del estrés (Tuzet et al., 2018; Hussain et al.,
2019). Por lo que también mejora la tolerancia a estreses abi6ticos como la
salinidad, sequia, altas temperaturas, bajas temperaturas y la toxicidad a metales
pesados (Ramadoss et al., 2021).

Los compuestos fendlicos tienen al menos un anillo aromatico que lleva uno o
mas grupos hidroxilo. Son sintetizados a partir del acido shikimico. Dentro de los
compuestos fendlicos se consideran diversos metabolitos secundarios:
flavonoides, taninos, ésteres de hidroxicinamato y lignina. Las propiedades
antioxidantes de los compuestos fendlicos y los flavonoides son vitales para la
eliminacién de los radicales libres y la eliminacién de ROS, mediante la inhibicion
de enzimas o la quelacién de metales traza implicados en la produccién de
radicales libres. Su actividad depende del numero de grupos hidroxilos libres en
su estructura molecular (Ahmad et al., 2019; Orabi y Abou-Hussein, 2019).

Produccién de osmolitos

Los osmolitos son solutos osmoprotectores, que mejoran el potencial celular para
mantener el agua sin obstaculizar el metabolismo normal. Su objetivo principal
de es regular el ajuste osmotico. Los osmolitos contrarrestan la presion osmotica
impuesta por la salinidad. Ademas, protegen a las plantas del dafio oxidativo al

inhibir la produccién de ROS (Sharma et al., 2019). Los osmolitos acumulados
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por las plantas incluyen aminoacidos como alanina, arginina, prolina, compuestos
de amonio cuaternario (glicina betaina), azucares (fructanos, sacarosa,
trehalosa) y polioles (inositol, manitol). Estos compuestos ademas de mitigar los
efectos negativos del estrés oxidativo al eliminar las especies reactivas de
oxigeno (ROS), aumentan la acumulacion de compuestos bioactivos
antioxidantes, ademas de inducir las actividades enzimaticas antioxidantes y
mejorar la actividad enzimatica (Jogawat, 2019; Lichtfouse, 2020). La prolina es
el osmolito mas importante, debido a que desempefia un papel fundamental en
la estabilidad de la membrana, al ser un antioxidante con la capacidad de inhibir
de los radicales libres como el *OH y 'Oz, asi como la inhibicién de la oxidacion
de lipidos (AL-Aloosy et al., 2019).

Compuestos antioxidantes enzimaticos

Las enzimas antioxidantes y los mecanismos dependientes de enzimas
controlan los niveles de ROS en las células vegetales (Dumont & Rivoal, 2019).
El sistema enzimatico, incluye enzimas de defensa antioxidantes como el super
oxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), glutation
reductasa (GR), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), dehidroascorbato
reductasa (DHAR), glutatién peroxidasa (GPX), glutation S -transferasa (GST),
asi como proteinas similares a la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH) (Hasanuzzaman et al., 2017).

La enzima SOD es una metaloenzima localizada en diferentes organulos
vegetales. Las SOD se clasifican segun el metal en sus sitios activos (Cu, Zn, Mn
y Fe) (del Rio et al., 2018). La isoenzima Cu-ZnSOD es la mas abundante y se
encuentra presente en el estroma del cloroplasto, el citosol, los peroxisomas y el
apoplasto, la Mn-SOD se expresa de manera mas abundante en las mitocondrias
y los peroxisomas, aunque también se ha detectado en el apoplasto y en la pared
celular. La Fe-SOD esta presente en menor proporcion, sin embargo, esta
isoenzima encuentra restringida en el estroma del cloroplasto de ciertas especies

de plantas (Dumanovi¢ et al., 2021). Su funcién principal funcién principal es
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catalizar la conversion de los radicales superoxido (O2") en oxigeno molecular
(O2) y finalmente en H20 (Thabet et al., 2021).

La enzima catalasa (CAT) es muy eficiente en la eliminacién de peréxido de
hidrogeno (H2032), tiene una capacidad Unica para convertir dos moléculas de
perdxido de hidrogeno (H202) en agua (H20) y oxigeno molecular (O2) sin
necesidad de reduccion equivalente (Dumanovi¢ et al., 2021). Un aumento en la
actividad CAT es dependiente de la concentracion de H202, por lo que existe una
correlacion entre los componentes de los sistemas de eliminacion de ROS entre
CAT y SOD (Tuzet et al., 2018).

El ascorbato peroxidasa (APX) reduce el H202 a H20 utilizando al ascorbato
como donante de electrones. APX depende del ciclo de ascorbato-glutation que
transporta moléculas reductoras NADPH a través de GSH para regenerar el
ascorbato reducido (Dumont y Rivoal, 2019; Thabet et al., 2021).

Importancia del cultivo de tomate

El cultivo del tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los principales cultivos
importantes para la seguridad alimentaria (Alajrami y Abu-Naser, 2020), es
importante desde el punto de vista econdmico y también por su aporte a la
nutricibn humana como producto fresco y procesado, es una de las hortalizas
mas cultivadas y consumidas a nivel mundial (de Vos et al., 2018). Es el segundo
cultivo mas importante después de la papa (Solanum tuberosum L.) (Li et al.,
2018; Kumari et al., 2021). En México el cultivo de tomate es una de las
actividades horticolas mas importantes, es el tercer producto agricola de
exportacion y una de las principales hortalizas exportadas, principalmente a
Estados Unidos, debido a su cercania geogréfica, competitividad en cuanto a su
precio, calidad y buen sabor (Ramirez Flores et al., 2020).

Segun la clasificacion taxondmica de Linneo, el nombre botanico del tomate era
Solanum lycopersicum, por su parte Miller (1754) propuso el nombre del género
Lycopersicon (Kumar et al., 2018). Botanicamente se cree que su fruto es una
baya, sin embargo, nutricionalmente su fruto esta relacionado con las verduras

(Waheed et al., 2019). El tomate es una verdura baja en calorias, contiene tan
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solo 18 Kcal con cero niveles de colesterol, contiene el 95 % de agua y 5 %
constituido por carbohidratos y fibra (Kumari et al., 2021). La importancia
nutricional de los tomates es atribuida en gran medida a sus diversos compuestos
bioactivos, que incluyen las vitaminas (C y E), flavonoides, carotenoides (licopeno
y B-caroteno) y compuestos fenodlicos (Quinet et al., 2019). Ademas de ser una
fuente de minerales como P, K, Ca, Mg, Na, Zn, Fe y B, también contiene acidos
organicos como acido citrico, &cido malico y acido glutamico (Ramirez Flores et
al., 2020), asi como grandes cantidades de metabolitos, como sacarosa, hexosas
y citrato. Los carotenoides y los compuestos polifenélicos contribuyen al valor
nutricional de los tomates, ademas de que mejoran sus atributos funcionales y
cualidades sensoriales, incluidos el sabor, el aroma y la textura (Quinet et al.,
2019). A estos compuestos bioactivos se les atribuye una amplia gama de
propiedades fisiolégicas, a los que se les incluyen efectos antiinflamatorios,
anticancerigenos,  anticolesterolémicos,  antialérgicos, antimicrobianos,
vasodilatadores, antitrombdticos, cardioprotectores, antiobesidad y antioxidante
(Waheed et al., 2019), por lo que el consumo de tomates reduce el riesgo de
enfermedades y tiene efectos positivos sobre la salud humana. La demanda de
tomates aumenta dia con dia, sin embargo, su productividad se ve afectada por
diversos estreses como la salinidad (Sharma et al., 2019). El tomate es
extremadamente sensible a la salinidad (Kashyap et al., 2020), la salinidad
provoca una disminucion en la germinacion de las semillas, retraso en la
emergencia de las plantulas, afecta negativamente el crecimiento vegetativo y las
etapas reproductivas del tomate como la floracion, el desarrollo, la maduracion,
el tamafio y la calidad de la fruta (Pengfei et al., 2017; Rahman et al., 2018). El
estrés por salinidad provoca un estrés osmoético rapido en las raices de las
plantas de tomate, lo que resulta en una reduccién del crecimiento de hojas y
brotes. Posteriormente, el estrés por salinidad conduce a un desequilibrio iGnico
gue provoca necrosis y muerte prematura de las hojas mas viejas (Bai et al.,
2018). Ademéas la salinidad provoca trastornos nutrimentales, limita la
disponibilidad de nutrientes, su adsorcién y transporte (Hussain et al., 2018), lo

gue finalmente reduce el rendimiento de los cultivos. Durante las ultimas etapas
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de la exposicion al estrés salino, se ha reportado la participacion de hormonas
como el acido abscisico (ABA), giberelina (GA), brasinoesteroide (BR), acido
jasménico (JA), oxido nitrico (NO) y el acido salicilico (SA), las cuales
desencadenan una cascada de sefializaciones que controlan directamente el
crecimiento y la senescencia de las plantas en condiciones de estrés. Por su
parte el etileno (ET) juega un papel importante en el establecimiento de la
aclimatacion a la sal y es indispensable para la adaptacion de las plantas al estrés
por salinidad (Bai et al., 2018; Islam et al., 2021). Las plantas de tomate pueden
desarrollar estrategias para tolerar el estrés y mitigar los dafios provocados por
la salinidad (Kumari et al., 2021).

Importancia del calcio

El calcio (Ca) es el tercer macronutriente mas demandado por el tomate (de
Souza Alonso et al., 2020). Esta involucrado en varios procesos fisioldgicos como
el crecimiento y desarrollo de las plantas, la division celular, la transmisién
citoplasmatica y la fotosintesis (Guo et al., 2018), ademas de ser el componente
principal de la pared celular. EI Ca juega un papel crucial en el control de la
estructura, la sefalizacién y la funcion de las membranas al formar enlaces con
la bicapa de fosfolipidos, estabilizando y promoviendo la integridad estructural de
los organulos de la membrana en plantas expuestas a ambientes de estrés
(Ahmad et al., 2018). ElI Ca es un mensajero secundario, bajo condiciones de
estrés ambiental, la concentracion de Ca se eleva transitoriamente, esta sefial es
enviada a las células, lo que posteriormente, desencadena una serie de
respuestas en cascada, conduciendo a una adaptacion al estrés ambiental (Guo
et al., 2018). Los factores adversos como la salinidad, provocan desequilibrio
nutricional en las plantas de tomate. La deficiencia de Ca en tomate provoca una
disminucién de los pectatos de Ca, lo cual conduce al deterioro y deformacién de
los tejidos al inducir el estrés oxidativo (de Souza Alonso et al., 2020). Ademas
se pueden producir trastornos fisiologicos relacionados con el calcio, derivadas
de las limitaciones en la translocacion del Ca de las hojas a los frutos pueden

causar trastornos como la pudricion apical de la flor en frutos (Blossom end rot)
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(Oliveira da Silva et al., 2019; Birlanga et al., 2022), lo que afecta la calidad de
los frutos, afectando su produccion (Hernandez-Pérez et al., 2019).

Esta documentado, que el Ca alivia los efectos de la salinidad en cultivos como
tomate, arroz y habas (Nasrallah et al., 2022). Se ha informado que el Ca ayuda
a prevenir la toxicidad del NaCl. El Ca tiene la capacidad de mejorar la toxicidad
del sodio y los efectos negativos causados por NaCl. Del mismo modo, se ha
informado que la aplicacion combinada de NaCl y CaCl: puede aumentar la
capacidad antioxidante (Tanveer et al., 2020). De Souza Alonso et al., (2020)
reportaron que la aplicaciéon de Ca via solucién nutritiva disminuyé la pudricion

apical de la flor (Blossom end rot) en un 30 % en plantas de tomate.

Nanotecnologia en la agricultura

La produccién agricola mundial esta sufriendo pérdidas sustanciales debido a
fendmenos relacionados con el cambio climatico, como la sequia y la salinidad,
los cuales provocan dafios en los tejidos de las plantas y, en Ultima instancia,
importantes pérdidas de rendimiento de los cultivos (loannou et al., 2020). La
agricultura es cada vez mas importante a nivel mundial como fuente de alimento,
debido al crecimiento de poblacion mundial, la demanda de alimentos es cada
vez mas alta, por lo que es necesaria la aplicacion de nuevas tecnologias que
proporcionen soluciones como la nanotecnologia (Ali et al., 2018; Hemraj, 2019).
La nanotecnologia tiene la capacidad de transformar la agricultura en
nanoagricultura. La nanoagricultura actualmente se centra en la utilizacién de
nanoparticulas para aumentar el rendimiento de los cultivos y evitar la

contaminacion del suelo (Safdar Ali et al., 2018).

Caracteristicas de las nanoparticulas

Las nanoparticulas son un conjunto de sustancias (naturales o artificiales)
compuestas de carbono, metal, 6xidos metalicos o materia organica, (Ealias y
Saravanakumar, 2017; loannou et al., 2020). Las nanoparticulas son de diferente
forma, tamafio y estructura. Estas pueden ser esféricas, cilindricas, tubulares,

conicas, huecas, espirales, planas, irregulares y defieren en tamafio (1 a 100 nm).
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El tamafio de estos hanomateriales tienen una alta relacion superficie/volumen lo
gue aumenta se reactividad y posible actividad bioquimica (Hemraj, 2019). Su
estructura puede ser uniforme o irregular con variaciones superficiales. Las
nanoparticulas se pueden producir a través de varias rutas sintéticas, su tamafio
a nivel nanoescala las vuelve quimicamente muy reactivas y fisicamente
agregantes. La efectividad de las nanoparticulas baja a medida que se agregan,
para evitar esto son modificadas superficialmente con ligantes que pueden ser
moléculas pequefas y grandes como polimeros, que contienen en su estructura
heteroatomos de nitrégeno, azufre, oxigeno, fosforo entre otros (Cadenas-Pliego
et al., 1993; Martinez-Aguilera et al., 1995). La presencia de grupos funcionales
en los ligantes favorece la interaccion quimica con las particulas oxi-hidroxiladas
y provoca una mejor dispersion en diferentes medios, ademas de incrementar su
actividad antimicrobiana, ligantes como aminoacidos y polimeros naturales son
ideales para funcionalizar nanoparticulas ya que ademas de participar en las
funciones anteriormente descritas, pueden ser aprovechados por las plantas
(Trevifio Lopez et al., 2021). Su estructura puede ser uniforme o irregular con
variaciones superficiales. Pueden ser cristalinas o amorfas con sélidos
monocristalinos o multicristalinos sueltos o aglomerados (Ealias vy
Saravanakumar, 2017). La aplicacién de nanoparticulas ha llamado la atencion,
por sus multiples beneficios en diferentes campos del sector agricola por ejemplo:
la nutricion vegetal, la proteccién de cultivos, la mejora de las caracteristicas
agronomicas de los cultivos (Hemraj, 2019). Recientemente, se han utilizado
diversos nanomateriales (TiO2, FeS2, Ag, Zn, ZnO, carbono, Cu y CuO) como
agentes de cebado para inducir la germinacion de semillas, los pardmetros de las
plantulas, la tolerancia al estrés ambiental y aumentar el rendimiento de diversos
cultivos agricolas (Vijai Anand et al., 2021). Ademas, la aplicacion de
nanoparticulas puede aliviar el impacto negativo del estrés salino al aumentar la
absorcion de K*, disminuyendo la toxicidad del ion Na*, regular el equilibrio
ionico; activar el sistema de defensa antioxidante; mejora en el indice de

estabilidad de la membrana, al aumentar el contenido de los solutos y pigmentos
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compatibles, asimismo aumenta la conductancia estomatica, asi como el
contenido de agua de la hoja (Nasrallah et al., 2022).

Se ha descrito diversos efectos positivos sobre los cultivos con la aplicacion de
nanoparticulas. En el cultivo de arroz (Oriza sativa) puede incrementar la
disponibilidad de nutrientes, ademas de mejorar la capacidad antioxidante (Mabhil
& Kumar, 2019). En plantulas de soya, la aplicacion de nanoparticulas de silicio
(NPs Si) aliviaron el efecto del estrés salino a través de aumento de la
concentracion de K*, capacidad antioxidante, compuestos no enzimaticos y la
disminucién de la concentraciéon de Na*, peroxidacién lipidica y produccion de
ROS (Farhangi-abriz y Torabian, 2018). En plantas de tomate el uso de
nanoparticulas de o6xido de zinc (NPs ZnO) mostraron un aumento en el sistema
antioxidante, la actividad fotosintética debido al aumento de la actividad de la
enzima anhidrasa carbonica y el sistema antioxidante, ademas las nanoparticulas
de 6xido de cerio y Oxido de titanio indujeron una actividad maxima de las
enzimas antioxidantes y de la fotosintesis (Ghasemnezhad et al., 2019). El uso
de nanoparticulas de silicio aumenté la germinacion de las semillas, lo cual es
atribuido al aumento de la disponibilidad de nutrientes, mejoraron el crecimiento
y la calidad de las plantulas e indujeron la sintesis de clorofilas. En especies de
Thinopyrum intermediu y arroz (Oriza sativa) se le atribuyen mdltiples efectos
como rompimiento de latencia, aumento del peso seco de raices y brotes
(Siddiqui et al., 2020). En Maiz (Zea mays) la aplicacion de nanoparticulas de
fosfato de calcio (NPs CaP) promovieron el crecimiento y la maduracion de la raiz
(Nasrallah et al., 2022). En lechuga (Lactuca sativa) se aumento el crecimiento
de brotes y raices y en calabaza (Cucurbita pepo) aumento el crecimiento al
aplicar nanoparticulas de borato de calcio (BNPs Ca) (Meier et al., 2020). Las
nanoparticulas de 6xido de calcio (NPs CaO) a una concentracién de 250 ppm
pueden mejorar la germinacion de las semillas y mejorar el crecimiento de las
plantulas y el crecimiento radicular (Vijai Anand et al., 2021).

Diversos estudios han indicado que las NPs pueden ser absorbidas por las raices
de las plantas o por exposicién foliar, y pueden llegar a todos los érganos de la

planta, incluidos los frutos, mejorando su calidad (de la Rosa et al., 2021).
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Por lo cual, no cabe duda de que el crecimiento de la agricultura depende
totalmente de técnicas nuevas e innovadoras como la nanotecnologia. Se espera
que las nanoparticulas aplicadas en la agricultura puedan aumentar la produccion
agricola y satisfacer la demanda de alimentos de una poblacion en crecimiento
(Vedamurthy et al., 2021).

Absorcion, transporte o translocacion de las nanoparticulas

La acumulacion y absorcion de las NPs es diferente dependiendo el tipo de planta
composicién quimica, tipo, recubrimiento y tamafio de las NPs (Pérez-de-Luque,
2017). Las NPs se pueden suministrar a las plantas mediante la exposicion de
las raices o la absorcién por las hojas (Lv et al., 2019; Afzal et al., 2021). Las NPs
pueden ingresar a las células vegetales al unirse a las proteinas transportadoras
de las membranas, a través de la endocitosis (creacion de nuevos poros). Las
NPs viajan de una célula a otra a través de los plasmodesmos que se encuentran
en el citoplasma (Shahid Ali et al., 2021).

Raiz

Las NPs se trasladan a las porciones aéreas después de interactuar con las
raices de las plantas y se acumulan en los organulos celulares o subcelulares.
La adsorcion de NPs del suelo por las raices de las plantas puede describirse
como el primer paso en la bioacumulacion (Shahid et al., 2021). El transporte o
translocacion de elementos de las raices hacia los tejidos superficiales, son
transportados a través de las membranas celulares por transportadores
especificos (transportadores y bombas) y estos se mueven a través del
citoplasma de una célula a otra via simplastica o apoplastica (Medina-Velo et al.,
2017) y a través de los plasmodesmos internalizados en el citoplasma

translocarse via xilema o floema (Shahid et al., 2021).

Hojas
La absorcion foliar de las NPs desde la superficie de la hoja hasta los tejidos

internos (Lv et al., 2019) ocurre a través de dos vias de absorcion diferentes: una
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via polar a través de los tricomas, hidatodos y estomas y una via no polar a través
de la cuticula de la hoja y su poros (Avellan et al., 2021). La cuticula actia como
una barrera foliar primaria, que se limita la entrada de las NPs, permitiendo la
entrada de NPs menores a 5 nm, mientras que las NPs mayores a 10 nm ingresan
a través de los estomas (Shahid Ali et al., 2021). Debido a la capacidad de las
NPs de penetrar los poros estomaticos (de la Rosa et al., 2021), la ruta principal
de entrada de las NPs es a través de los poros estométicos, para luego
trasladarse via apoplasto y simplasto hacia el sistema vascular de las plantas. El
xilema y floema también juegan un papel importante en el transporte de las NPs,

para ser acumuladas en la vacuola y la pared celular (Hong et al., 2021).

Transporte

Una vez que las NPs penetran la planta (después de entrar a las células), existen
dos formas de moverse a través de los tejidos: el apoplasto y el simplasto (Pérez-
de-Luque, 2017). A través de las vias simplastica y apoplastica, las NPs pueden
alcanzar los vasos del xilema y el floema y trasladarse en toda la planta a

diferentes tejidos y 6rganos (como flores, frutas y semillas) (Sanzari et al., 2019).

Via simplasto

El transporte simplastico tiene lugar intercelularmente a través de estructuras
especializadas llamadas plasmodesmos y placas cribosas (Pérez-de-Luque,
2017). Los plasmodesmos son canales que atraviesan la pared celular de las
plantas y permiten la comunicacion intercelular al unir el citoplasma entre células
adyacentes (Lv et al., 2019). Las NPs pueden entrar a las células al unirse con
las proteinas transportadoras (Khan et al., 2019). Solamente las NPs pequefias

de 20-50 nm pueden ser transportadas via simplasto (Hong et al., 2021).

Via apoplasto
El transporte apoplastico tiene lugar fuera de la membrana plasmaética a través
de los espacios extracelulares, las paredes celulares de las células adyacentes y

los vasos del xilema (Al-Amiri et al., 2020). La via apoplastica es importante para
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el movimiento dentro de los tejidos vegetales, ya que permite que las NPs
alcancen el cilindro central de la raiz y los tejidos vasculares, para poder moverse
rapidamente a la parte aérea. Una vez dentro del cilindro central, las NPs pueden
moverse hacia la parte aérea a través del xilema, siguiendo el flujo de
transpiracion (Pérez-de-Luque, 2017). Se ha reportado que las NPs grandes de
50-200 nm pueden ser transportadas via apoplasto (Hong et al., 2021). Al llegar
al xilema las NPs se acumulan en la endodermis como resultado de una barrera
apoplastica denominada “banda de Caspary”, por lo que para una translocacion
eficiente las NPs deben penetrar el sistema vascular via simplasto (Pradeep
Kumar et al., 2016; Fiol et al., 2021).

Via simplésto

La ruta simplastica es la ruta mas importante para el transporte de las NPs en los
cultivos (Pradeep Kumar et al., 2016). La penetracion de las NPs aen las células
ocurre al unirse a proteinas transportadoras, a través de acuaporinas, canales
ionicos, endocitosis y los plasmodesmos (Pradeep Kumar et al., 2016). Sin
embargo el transporte simplastico tiene lugar intercelularmente, principalmente a
través de estructuras especializadas llamadas plasmodesmos (Pérez-de-Luque,
2017). Los plasmodesmos son canales que atraviesan la pared celular de la
planta y permiten la comunicacion intercelular al unir el citoplasma entre células
adyacentes (Lv et al., 2019). Se ha reportado que solo las NPs pequefias de 20-
50 nm son transportadas via simplasto (Hong et al., 2021). La interaccion de las
NPs con las membranas de las células vegetales podria alterarse segun la
naturaleza hidrofébica/hidrofilica. Las NPs hidrofilicos tienden a adsorberse en la
superficie de la membrana bicapa y, ademas, pueden unirse a las vesiculas
intracelulares, mientras que las NPs hidrofébicos se incrustan en el nucleo
hidrofébico de la membrana sin provocar lesiones ni fugas en la membrana. Las
NPs en el citoplasma pueden estar rodeadas de proteinas o con algunas
biomoléculas especificas que forman una corona. Una vez dentro de las células,

los endosomas que contienen NPs o el complejo NPs-proteina pueden moverse



23

de manera mas eficiente a través de los plasmodesmos (Pradeep Kumar et al.,
2016).

Translocacion

La translocacion de las NPs en la planta dependen de la fisiologia y la estructura
de las células vegetales (Ali et al.,, 2021), de las caracteristicas de las NPs
(tamafio, composicidén quimica y carga neta), asi como de las rutas de aplicacion
y de las condiciones ambientales (Sanzari et al., 2019; Avellan et al., 2021). La
translocacion inicia cuando las NPs penetran las paredes celulares y la
membrana plasmatica de las células de las hojas o las raices (Husen, 2020). Las
NPs se mueven de las hojas a las raices, de las raices a las partes aéreas de las
plantas, asi como también al tallo, a las semillas o fruto en desarrollo, y de una
raiz a otra (Lv et al., 2019). EI mecanismo de transporte es mediado por dos rutas

de translocacion: el xilema y el floema (Wu et al., 2020).

Xilema

Después de la exposicion a las plantas, las NPs penetran las paredes celulares
y las membranas plasmaticas de las capas epidérmicas en las raices, seguido de
una serie de eventos para ingresar a los tejidos vasculares de la planta via xilema
y moverse a la estela. El xilema es el vehiculo mas importante en la distribucion
y translocacién de NPs, a través del xilema, las NPs pueden absorberse y
trasladarse a las hojas, de igual manera las NPs pueden ser captadas por las
raices y transportadas a los brotes (Yan y Chen, 2019). Un factor que puede
limitar la translocacion de las NPs es el tamafio de los poros de la pared celular,
debido a que el tamafio del poro es menor (3-8 nm) que el tamafio de las NPs
(Aslani et al., 2014). Por lo que la translocacién de las NPs a través del xilema
depende principalmente de la transpiracién, la presion de las raices y factores
ambientales como la temperatura, la humedad y la interaccién carga-carga entre

las NPs y las plantas (Husen, 2020).
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Floema

El floema es otro mecanismo de transporte de las NPs (Hong et al., 2014).
Después de atravesar la cuticula y la epidermis, las NPs pueden moverse dentro
del mesdfilo en la célula via simplasto (a través de plasmodesmos) o via
apoplasto (a través del espacio extracelular), de esta manera las NPs llegan al
floema, para ser transportadas desde las hojas a diversos 6rganos de las plantas.
Una vez dentro del floema el transporte de las NPs se encuentra regulado por las
placas de tamiz y proteinas, para llegar a otros 6rganos no vasculares, las NPs
deben atravesar la vasculatura del tallo. Mientras las NPs se transportan a través
del floema también pueden intercambiarse del floema al xilema, dependiendo de
la estructura vascular de la planta y de las propiedades de las NPs (Zhang et al.,
2021). Ademas, las NPs pueden transportarse de los brotes hacia las raices a
través del floema. Por lo que el transporte de NPs puede ser hacia arriba o hacia
abajo de su forma de aplicacion (Ma et al., 2017). El mecanismo de transporte de
las NPs de los brotes hacia las raices puede atribuirse a una asociacion entre las
NPs y un transportador de aminoacidos (Wu et al., 2021).
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MATERIALES Y METODOS

Desarrollo y manejo del cultivo

El experimento se establecid en la Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro,
en un invernadero de tipo multitunel con cubierta de polietileno, perteneciente al
Departamento de Botanica de la misma universidad, se establecieron plantas de
tomate saladette “El Cid F1” (Harris Moran) de crecimiento indeterminado bajo un
sistema de cultivo sin suelo. El trasplante se realizo en bolsas de polietileno negro
con capacidad 10 L utilizando como sustrato una mezcla de peat most y perlita
en relacion 1:1 (v/v). El cultivo se realizé en un solo tallo. Para proporcionar los
nutrientes a las plantas se utilizé un sistema de riego dirigido y la solucién nutritiva
Steiner (Steiner, 1961) modificando la concentracion de acuerdo a la etapa
fenologica del cultivo (25, 50, 75 y 100 %). Para los tratamientos bajo estrés
salino se le agrego NaCl a la solucién Steiner a una concentracion de 50 mM. El
pH de la solucion nutritiva se ajust6 a 6.5 con acido sulfdrico (100 mL).

Tratamientos

Los tratamientos utilizados fueron cinco: 1) un control con 50 mM de NacCl, 2) Ca
NPs a 2500 mg L™, 3) Ca NPs a 2500 mg L™ mas NaCl a 50 mM, 4) Ca (NOs) a
2500 mg L™ mas NaCl a 50 mM, y 5) un control sin la aplicacién de Ca NPs ni
NaCl (T0). Las concentraciones de NaCl, Ca NPs y Ca (NO3) se seleccionaron
con base a trabajos anteriores (L6pez-Vargas et al., 2021;L6pez-Vargas et al.,
2018; Pérez-Labrada et al., 2019).. Se afiadi6 NaCl a la solucién a partir del
trasplante y durante todo el desarrollo del cultivo. Las aplicaciones de Ca NPs
fueron via drench, mientras la aplicacion de Ca (NO3) fue via foliar. Las Ca NPs
y el Ca (NOs) se aplicaron desde los siete dias después de trasplante, y
posteriormente cada siete dias durante todo el desarrollo del cultivo.

Nanoparticulas
Se utilizaron NPs CaCOs comerciales. Con pH= 7.39 (17.6 °C) y Potencial Z= -
13.1 mV. Para hacer eficiente el uso de nanoparticulas de CaCO3, fueron
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sonicadas en agua destilada empleando un equipo de ultrasonido con un 60% de
amplitud del equipo. Después de dispersar las nanoparticulas por al menos 15
minutos. Las nanoparticulas se mantienen en dispersion estable por
aproximadamente 3-5 horas, después de este tiempo se aglomeran y precipitan
en el fondo. Antes de aplicar las nanoparticulas al cultivo se agitan

mecanicamente y se logran dispersar facilmente.

Variables agrondmicas

Para la evaluacion del crecimiento y desarrollo de las plantas de tomate se midi6
altura de planta (flexdmetro) diametro de tallo (vernier digital), se contd6 niumero
de hojas, numero de racimos, numero de frutos por planta; en el caso de las
plantas desarrolladas con NaCl, se contabilizé el numero de frutos dafiados
(blossom end rot) por planta para determinar el porcentaje de dafio. Con una
balanza digital se pes6 el peso total de los frutos de las plantas, asi como el peso
de los frutos dafiados por planta. Para la biomasa fresca, se evalud peso fresco
de tallo y hojas (kg), utilizando una balanza digital (OHAUS modelo Adventurer

Pro). El peso seco (PS) de tallo y hojas (g) se obtuvo al secar las muestras.

Calidad de fruto

Para determinar la calidad del fruto, se recolectaron dos frutos por planta de
tamafio uniforme, en la etapa de maduracion 6 de acuerdo con la escala del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), del segundo, cuarto
y sexto racimo. Se determinaron los pardmetros que describen la calidad en
frutos. El potencial de hidrégeno (pH) y la conductividad eléctrica (CE) se
determinaron utilizando un potenciometro digital HI 98130 (Hanna Instruments).
Los sdlidos solubles totales (TSS) se midieron en 10 mL de pulpa de los frutos
utilizando un refractémetro digital (ATAGO, modelo MASTER-100H, Bellevue,
WA, EE. UU.). La firmeza de los frutos se determino con un penetrometro manual
(WAGNER INSTRUMENTS, modelo FDK 20, Greenwich, CT, EE. UU.), para lo
cual, se tomaron tres medidas en puntos distintos del fruto y se obtuvo el

promedio. El potencial de oxidacion-reduccion (ORP) se midi6 con un
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potenciometro de pH/potencial de oxidacién-reduccion (Hanna Instruments,
modelo HI2211, Woonsocket, RI, EE. UU.). La acidez titulable (TA) se determiné
mediante la técnica colorimétrica segun la metodologia (AOAC, 1990) utilizando
10 mL de pulpa de los frutos, se la agregaron dos gotas de fenolftaleina (1%). Se
titulé con NaOH (0.1 N) y los resultados se expresaron como porcentaje de acido

citrico.

COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

Clorofilas y carotenoides

Las clorofilas y los carotenoides se determinaron de acuerdo con (Nagata y
Yamashita, 1992) Se midieron absorbancias (Abs) a 453 nm, 505 nm, 663 nm y
645 nm en un espectro UV-Vis (UNICO Spectrophotometer Modelo UV2150).
Para determinar clorofilas a, b y clorofilas totales se utilizaron las ecuaciones 1,
2 y 3. El licopeno y B-caroteno se determind con las ecuaciones 4 y 5. Los

resultados se expresaron en mg 100 g* de PS.

Clorofila a = 0.999 * Absgg3 + 0.0989 * Absg,s Q)
Clorofilab = —3.28 * Absggs + 1.77 * Absg,s (2)
Clorofilas totales = Clorofila a + Clorofila b 3)

Licopeno = 0.0458 * Absggs + 0.204 * Absg,s + 0.372 * Absgys — 0.0806 * Abs,s; (4)
B caroteno = 0.216 * Absggz; — 1.22 * —0.304 * Absgys + 0.452 * Abs,s; (5)

Vitamina C

La vitamina C (acido ascorbico) se determind por el método de Hung y Yen
(2002). Se pesaron 10 mg de tejido liofilizado, se coloco en un tubo eppendorf de
2 mL. Se agregd 1 mL de acido metafosférico (HPO3) al 1%, se homogeniz6 en
vortex, posteriormente se centrifugd en una microcentrifuga (OHAUS Frontier
Modelo FC5515 R) a 12500 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se tomaron 0.2 mL de
la extraccion y se agregaron 1.8 mL de 2-6 diclorofenolindofenol. La
cuantificacion se realiz6 por espectrofotometria (UNICO Spectrophotometer

Modelo UV2150) a una longitud de onda de 515 nm en una celdilla de cuarzo.
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Para el blanco se utilizé acido metafosforico. Los valores se obtuvieron a partir
de la curva de calibraciéon preparada con acido ascérbico (0-50 mg L?). Los

resultados se expresaron en mg g de peso seco de acido ascérbico.

Flavonoides

La cuantificacion de flavonoides se realizO mediante el método de Dowd,
adaptado por Arvouet-Grand et al. (1994) con algunas modificaciones. Para la
extraccion se pesaron 20 mg de tejido liofilizado, se colocaron en tubo eppendorf
de 2 mL. Se le agregaron 2 mL de metanol grado reactivo, y se homogeniz6 en
vortex, posteriormente se centrifugé en una microcentrifuga (OHAUS Frontier
Modelo FC5515 R) a 10 000 rpm durante 2 minutos a -4°C. La mezcla se filtré
con papel Whatman N° 1. Para la cuantificacion se agregaron 1 mL del extracto
en un tubo eppendorf y 1 mL de solucién metandlica de Tricloruro de Aluminio
(AICI3s) al 2%. Se dejoé reposar durante 20 minutos en oscuridad a 4°C.
Transcurrido el tiempo se toma la lectura en espectrofotometro UV-Vis (UNICO
Spectrophotometer Modelo UV2150) a una longitud de onda de 415 nm utilizando
una celdilla de cuarzo. Para el blanco se utiliz6 1 mL de metanol grado reactivo y
1 mL de Tricloruro de Alumninio (AICls). La curva de calibracion re realizé con
quercentina (0-30 mg L?). El contenido de flavonoides fue expresado en mg por
100 g de PS.

Fenoles

Para la extraccion de fenoles se pesaron 50 mg del tejido liofilizado y se colocaron
en tubo eppendorf de 2 mL. Se le agregdé 1 mL de solucion agua:acetona (1:1)
(Yu y Dahlgren, 2000), se agitdé en vortex por 30 segundos y se sonic6 por 5
minutos a 0°C. Se centrifugé a 12500 rpm por 10 minutos a 4°C, se extrajo el
sobrenadante en un tubo eppendorf. Se dej6é reposar durante 20 minutos en
obscuridad a 4°C. En un tubo eppendorf se agregaron 18 pL del sobrenadante,
70 pL del reactivo Folin-Ciocalteu, 175 pL de Carbonato de Sodio (Na2COs) al
20%, 1.74 mL de agua destilada (fria), se sometié a vértex durante 30 segundos.

Las muestras se colocaron a bafio maria a 45°C por 30 minutos (Nsor-Atindana
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etal., 2012; Sultana et al., 2009). La cuantificacion de fenoles se realiz6 mediante
espectrofotometria UV-Vis (UNICO Spectrophotometer Modelo UV2150). Las
muestras se leyeron a una absorbancia de 750 nm en una celdilla de cuarzo.
Para el blanco se sustituyd el extracto por una soluciéon agua:acetona (1:1). La
curva de calibracion de realiz6é con acido galico (0-250 mg L1). Los fenoles totales

se expresaron en mg por g de PS.

ANALISIS ESTADISTICO
Se consideraron cinco repeticiones para cada tratamiento. Se establecieron cinco
tratamientos, con cinco repeticiones en un disefio experimental de cuadro latino
cinco por cinco. El analisis de varianza y la prueba de media de la diferencia
minima significativa (LSD) de Fisher (p < 0.05) se realizaron utilizando el software
Infostat 2019.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Variables agrondmicas

La menor altura la observamos en el tratamiento Ca (NOs3) + NacCl, la cual
disminuyo6 13.70 %, mientras que la mayor altura se observo en el tratamiento
NPs Ca, superando al TO en un 3.24 % (Fig. 1A). El didmetro de tallo disminuyd
10, 11. 38y 6.42 % en todos los tratamientos con salinidad NaCl, NPs Ca + NacCl
y Ca (NOs3) respectivamente, el diametro mayor lo encontramos en el TO con
13.40 mm (Fig. 1B). Por su parte en el nimero de hojas no se observaron
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos evaluados (Fig. 1C).
El nimero mayor de racimos se obtuvo en el tratamiento NPs Ca + NaCl con 8.35
racimos, mientras que el menor nimero de racimos se obtuvo en el tratamiento
Ca (NO3) + NaCl con 7.65 racimos (Fig. 1D).

La altura, didmetro de tallo y numero de racimos mostraron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos evaluados. Las variables de
crecimiento de plantas sometidas a estrés salino adoptaron tendencias similares
al NaCl. Esto puede atribuirse a que el estrés salino provoca una disminucion en
la division y elongacion de las células y del meristemo apical, asi como a la
disminucién en la absorcién de agua y disminucion en los procesos metabdlicos
(Ageeb Akladious y Ibrahim Mohamed, 2018). La aplicacion de NPs Ca indujeron
una mayor altura en plantas sin salinidad y un mayor nimero de racimos plantas
con estrés salino. Este comportamiento puede deberse a las propiedades
especificas de las nanoparticulas como el tamafo, la composicion, la especie
vegetal y de la disponibilidad de las NPs en los medios, lo que puede influir en la
translocacién y acumulacién dentro de la planta y por lo tanto, tener un efecto
positivo en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Loépez-Moreno et al., 2016;
Al-Amri et al., 2020).
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Figura 1. Altura de planta, diametro de tallo, nimero de hojas y racimos de las plantas de tomate
con estrés salino por NaCl tratadas con NPs Ca. Letras diferentes indican diferencia significativa
entre tratamientos de acuerdo a Fisher (p < 0.05) n= 5, valores promedio * error estandar.

El menor numero de frutos amarrados lo encontramos en los tratamientos NacCl

y Ca (NO3s) + NaCl con 43 y 42 frutos amarrados respectivamente, mientras que

el mayor nimero de frutos amarrados lo encontramos en el tratamiento NPs Ca

+ NacCl con 48 frutos amarrados (Fig. 2A). EI nimero mayor de frutos totales se

obtuvo en el tratamiento NPs Ca + NaCl con 45 frutos por planta y el menor

namero de frutos totales en el tratamiento Ca (NOs) + NaCl con 38 frutos por

planta (Fig. 2B). Los tratamientos con salinidad mostraron disminucion en el peso
de los frutos de 36.57, 34.15y 41.15 % en los tratamientos NaCl, NPs Ca + NaCl

y Ca (NO3) + NaCl respectivamente, el tratamiento NPs Ca fue mejor al testigo

en un 1.80 % (Fig. 2C). Con respecto el numero de frutos dafados, los
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tratamientos con salinidad mostraron el mayor niumero de frutos dafiados, siendo
el tratamiento NaCl el mas alto con un 7.05 frutos dafiados por planta, mientras
que el tratamiento NPs Ca inhibi6 la formacién de frutos dafiados (Fig. 2D). En
cuanto el peso de los frutos dafiados, el tratamiento NaCl mostré el mayor peso
de frutos dafiados con 4.35 kg por planta (Fig. 2E).

Se observaron diferencias estadisticas en el nimero de frutos amarrados,
namero de frutos totales, peso de los frutos, nimero de frutos dafiados y peso de
frutos dafiados. En condiciones de salinidad se observo una disminucion en el
rendimiento de las plantas, mientras que la aplicacion de NPs Ca incremento el
namero de frutos amarrados, asi como el nimero de frutos totales. Los efectos
negativos de la salinidad sobre la productividad pueden atribuirse a desequilibrios
osmoticos, ionicos o nutricionales (Rahman et al., 2018). Por otro lado la
disminucién de la productividad podria ser atribuida a fluctuaciones en la particién
de la biomasa, debido a que la energia para contrarrestar el estrés es mayor que
la energia requerida para la generacién de biomasa (Pérez-Labrada et al., 2019).
Estos resultados también podrian ser atribuidos a que la aplicacion de NPs
estimula la formacion de érganos en las plantas (Hernandez-Hernandez et al.,
2018). Por su parte, la aplicacién de NPs Ca inhibié en un 100% la formacién de
frutos dafiados, esto puede atribuirse al tamafio (nanoescala) las NPs, ya que
tienen potencial para atravesar las paredes celulares y la membrana plasmatica
y facilitar asi, su absorcion y translocacion, por lo tanto pueden a aumentar el
suministro de elementos a las plantas provocando respuestas tipicas de cada
elemento (Siddiqui et al., 2020). Ademas las respuestas de crecimiento y
desarrollo de las plantas encontradas con la aplicacién de NPs puede diferir
mucho segun el tipo de NPs, concentracién, forma y etapa de aplicacion, asi

como del material vegetal utilizado (Pérez-de-Luque, 2017).
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Figura 2. Frutos de plantas de tomate con estrés salino por NaCl tratadas con NPs Ca. Letras
diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo a Fisher (p < 0.05) n= 5,
valores promedio + standard error.

Con respecto a la biomasa fresca aérea, se observo una disminucién del 17.81%

en el tratamiento Ca (NO3) + NaCl, mientras el tratamiento NPs Ca incremento la

biomasa fresca aérea en un 14.39 % (Fig. 3A). Por otro lado, para la biomasa
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seca aérea no se observaron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos evaluados (Fig. 3B). Estos resultados pueden atribuirse a que la
aplicacion de NPs puede producir efectos positivos o toxicos (Siddiqui et al.,
2020), de acuerdo a la dosis, la forma de las NPs, tamafo, la carga y de la
especie vegetal (Hong et al.,, 2021). Lo que podria promover o suprimir el
desarrollo vegetativo. Aunado a esto, el estrés salino también suprime la
capacidad fotosintética, y el crecimiento de las plantas depende de la fotosintesis,
ademas, de que el efecto de la salinidad sobre la tasa fotosintética depende de
la concentracidon de la sal y de la especie vegetal (Safdar et al., 2019). Estos
resultado coinciden con los reportados por Juarez-Maldonado et al. (2016) y
Pinedo-Guerrero et al. (2017) quienes reportan que la aplicaciéon de NPs no
afecto la biomasa seca de plantas de tomate.
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Figura 3. Biomasa fresca y seca aérea de plantas de tomate con estrés salino por NaCl tratadas
con NPs Ca. Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo a
Fisher (p < 0.05) n=5, valores promedio + error estandar.

Calidad de fruto

La firmeza incrementd con la aplicacion de NPs Ca en un 6.32 y 23.32 % en los
racimos dos y cuatro, mientras que la firmeza disminuy6 en todos los tratamientos
con NacCl, siendo los tratamientos Ca (NO3s) + NaCl con 14.30 % en el racimo dos
y NaCl con 21.25y 25.62 % en los racimos cuatro y seis respectivamente los que
mostraron menor firmeza en los frutos (Fig. 4A).

Para los datos reportados en la figura 4B los valores mas altos de pH se

observaron en el tratamiento NPs Ca con 4.81 en el racimo dos, en el tratamiento
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NaCl con 5.06 en el racimo cuatro, en el tratamiento NPs Ca + NaCl con 4.77 en
el racimo seis, mientras que los valores mas bajos de pH se obtuvieron en el
tratamiento Ca (NOs) + NaCl con 4.65 en el racimo dos, en el tratamiento NPs
Ca con 4.55 en el racimo cuatro y en el tratamiento Ca (NOs3) + NaCl
perteneciente al racimo seis. Una disminucion en el pH puede deberse a la
acumulacion de acidos organicos en las vacuolas. Estos resultados coinciden con
lo reportado por Pinedo-Guerrero et al. (2017) quienes reportan una disminucion
del pH en los frutos de chile jalapefio con la aplicacion de NPs Cu + quitosano y
Morales-Espinoza et al. (2019) reportan una disminucién en el pH de frutos de
tomate con la aplicacion de NPs Se. Un aumento en el pH se debe a una
transformacion de los acidos organicos en las vacuolas en azucares simples que
luego son utilizados en la respiracién celular para obtener energia. Esto provoca
una disminucion de la acidez y por lo tanto un aumento en el pH (Klunklin y
Savage, 2017). Por otra parte se ha demostrado que la aplicacion de CuNPs en
el cultivo de tomate incrementa el pH (Juarez Maldonado et al., 2016; L6pez-
Vargas et al., 2018), esto indica que el efecto de las NPs puede variar
dependiendo de su tipo y de la especie vegetal. En este trabajo el pH mas alto
fue de 5.06, mientras que el pH mas bajo fue de 3.65. El rango del pH de los
tomates se encuentra entre 4.0 y 4.5, la calidad de la fruta esta muy influenciada
por el pH y los consumidores aprecian mas las frutas menos acidas, debido a que
se caracterizan por tener mejor sabor (L6pez-Vargas et al., 2018).

En los datos de la CE observados en la figura 4, observamos un incremento de
la CE en todos los tratamientos con salinidad (NaCl, NPs Ca + NaCl y Ca (NOs)
+ NaCl) en los tres racimos evaluados. La mayor CE la obtuvimos en el
tratamiento NaCl con 5.18 mS cm-! perteneciente al racimo cuatro. Los resultados
obtenidos son diferentes a los reportados por Hernandez-Hernandez et al. (2019)
quienes reportan un incremento del 48 % en la conductividad eléctrica con
aplicacion de NPs de Se y Cu en plantas de tomate. Esto puede deberse a una
disminucion en la acumulacion de azucares solubles al ser utilizados en la

respiracion celular, ya que un aumento en la conductividad eléctrica puede ser
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atribuida a la acumulacion de azucares solubles y acidos organicos que
contrarrestan el desequilibrio idnico (Pengfei et al., 2017).

Para el Potencial de Oxido Reduccion representados en la Figura 4D, solo fue
diferente en el racimo cuatro en donde se observé un incremento de 28.03 % en
el tratamiento NPs Ca + NaCl y una disminucion del 34.93 % en el tratamiento
Ca (NOgs) + NaCl con respecto al control, mientras que los demas tratamientos
evaluados se comportaron estadisticamente igual a su respectivos controles
Lopez-Vargas et al. (2018) reportaron una disminucion del 5.7 % del ORP con la
aplicacion de NPs Cu en el cultivo de tomate. Juarez-Maldonado et al. (2016)
reportan una disminucion en el ORP con la aplicacion de NPs Cu + quitosan en
tomate. Un ORP con valores bajos indica una mejor calidad del fruto, lo que
puede traducirse en un mayor potencial antioxidante.

Para los solidos solubles totales representados en la figura 4E se observaron
incrementos en los tratamientos NaCl y NPs Ca + NaCl en los tres racimos
evaluados, siendo el tratamiento NaCl el que mostré el mayor contenido de SST
con 7.20 °Brix en los frutos pertenecientes al racimo cuatro, por su parte el menor
contenido de SST lo encontramos en el tratamiento NPs Ca con 4°Brix en los
frutos pertenecientes al racimo dos. Juarez-Maldonado et al. (2016) reportaron
que la aplicacion de NPs Cu + quitosan no generé diferencias en los soélidos
solubles totales de fruto de tomate. Una disminucion de los solidos solubles
totales puede ser atribuida al uso de azucares simples en la respiracion celular
(Klunklin y Savage, 2017). Los resultados obtenidos de la variable acidez titulable
presentados en la figura 4F se observaron incrementos en el tratamiento NaCl en
los tres racimos evaluados, siendo el racimo cuatro el de mayor AT con 0.39 %
de &cido citrico comparado con sus respectivos controles. Estos resultados
concuerdan con (L6pez-Vargas et al., 2018) quienes reportan una disminucién
del 16.33 % de la acidez titulable con la aplicaciéon de 125 mg L* de NPs Cu. Sin
embargo difieren de lo reportado por (Hernandez-Hernandez et al., 2019) quienes
reportan un incremento del 20 % de la acidez titulable en frutos de tomate con la
aplicacion de 20 mg Lt de NPs Se + 10 0 50 mg L* de NPs Cu. Un bajo contenido

de acido citrico puede deberse a la disminucién de los acidos malico y fumarico
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derivados de cambios en la glucolisis y el ciclo de Krebs, ya que son flujos de
carbono predominantes durante el proceso de maduracion de los frutos. Un
aumento de la respiracion durante la maduracion, caracteristico de los frutos
climatéricos, determinara del contenido de algunos productos intermediarios del
ciclo de Krebs (Oms-Oliu et al., 2011). Es probable que la aplicacion de NPs Ca
influya en la respiracion del fruto, lo que representa un retraso en la maduracion

y, COMO consecuencia, una disminucion en la acidez titulable.
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Figura 4. Calidad de los frutos de las plantas de tomate tratadas con nanoparticulas de calcio y
salinidad. pH: potencial de hidrogeno; CE: conductividad eléctrica; ORP: potencial de oxido-
reduccioén; SST: solidos solubles totales; TA: acidez titulable. Diferentes letras indican diferencia
significativa entre tratamientos de acuerdo a Fisher (p < 0.05) n= 5, valores promedio + error
estandar.
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Contenido de pigmentos fotosintéticos en hojas

Los datos observados en la figura 5A de la clorofila a se observan disminuciones
en los tratamientos NaCl y Ca (NOs) + NaCl del 17.84 7y del 16.40 %
respectivamente con respecto al control. Para la clorofila b no se observan
diferencias estadisticas entre los tratamientos evaluados (Fig. 5B), mientras que
en la clorofila total se observé una disminucién del 17.63 y 16.55 % en los
tratamientos NaCl y Ca (NOs) + NaCl (Fig. 5C).

Las clorofilas son muy importantes en las plantas, ya que controlan el potencial
fotosintético al capturar la energia luminosa del sol. El contenido de clorofilas es
un indicador clave en la capacidad fotosintética de las plantas (Morales-Espinoza
et al., 2019). Segun lo reportado por Hernandez-Hernandez et al. (2019) el estrés
por salinidad aumenta la cantidad de clorofila, sin embargo los autores no
encontraron un aumento de las clorofilas con la aplicacion de NPs Cu en el cultivo
de tomate.

Estos resultados pueden ser atribuidos a la forma de aplicacion de las NPs, ya
que se ha reportado un aumento de las clorofilas con la aplicacién de diversas
NPs via foliar, y este aumento se encuentra relacionado con la dosis de las NPs.
Raliya et al. (2015) reportan un aumento del 62.67 al 272.42 % en las clorofilas

en hojas de tomate con la aplicacion foliar de NPs TiO2.
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Figura 5. Pigmentos fotosintéticos de las hojas de tomate tratadas con salinidad Y nanoparticulas
de calcio. Chl: clorofila a, b y clorofila total; PS: peso seco. Diferentes letras indican diferencia
significativa entre tratamientos de acuerdo a Fisher (p < 0.05) n= 5, valores promedio + error
estandar.

Compuestos antioxidantes no enzimaticos de hojas de plantas de tomate

Para los datos reportados en la figura 6A con respecto a la vitamina C, no se
observaron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
evaluados. Respecto al contenido de flavonoides representado en la figura 6B,
se observa una disminucion del 13.12 % en el tratamiento Ca (NOs) + NaCl
comparado con el control, mientras que el contenido de fenoles incremento 11.83
% con la adiciébn de NPs Ca en comparacion con el control (Fig. 6C). Por otra
parte, no se observaron diferencias estadisticas en el contenido de licopeno entre
los tratamientos evaluados (Fig. 6D), mientras betacaroteno que disminuyo en
los tratamientos NPs Ca + NaCl y Ca (NOs) + NaCl 26.19 y 37.31 %

respectivamente (Fig. 6E). Estos resultados son diferentes a los reportados por
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Hernandez-Hernandez et al. (2019) quienes reportan una disminuciéon del 14y
16 % de los fenoles con la aplicacion de 10 y 50 mg L' de NPs Cu en hojas de
tomate. Se ha reportado un incremento de fenoles con la aplicacion de NPs Cu
en frutos de tomate, por lo que se sugiere que la aplicacion de NPs tiene un
efecto estimulante sobre la induccion de compuestos antioxidantes (Hernandez-
Fuentes et al., 2017).
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Figura 6. Compuestos antioxidantes no enzimaticos en hojas de plantas de tomate sometidas a
estrés salino tratadas con NPs Ca. Vitamina C (mg g PS); Flavonoides (mg 100 g1 PS); Fenoles
(mg g PS); Licopeno (mg 100 g PS); Betacaroteno (mg 100 g* PS). Letras diferentes indican
diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo a Fisher (p < 0.05) n= 5, valores promedio
* error estandar.
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Compuestos antioxidantes no enziméaticos de frutos de tomate

Para los datos presentados en las figuras 7A para la variable vitamina C, solo fue
diferente en los tratamientos pertenecientes al racimo cuatro, en donde se
observd, una disminucion 14.69, 8.31 y 5.05 % de la vitamina C en los
tratamientos NaCl, NPs Ca + NaCl y Ca (NOs) + NaCl, respectivamente. La
vitamina C en los frutos de tomate es uno de los compuestos mas importantes,
ya que puede actuar como antioxidante al atrapar especies reactivas de oxigeno
(ROS), previniendo o minimizando el dafio oxidativo (Marti et al., 2018). Por lo
tanto, una mayor acumulacién de vitamina C proporcionara una mejor calidad a
los frutos. Se ha reportado un aumento en la vitamina C con la aplicacion de NPs
Cu en frutos de tomate (Pérez-Labrada et al., 2019). Herndndez-Hernandez et al.
(2019) reportaron un aumento en el contenido de vitamina C hasta en un 36 %
en frutos de tomate con la aplicacién de NPs Se.

En la figura 7B para los flavonoides, se observé una disminucién del 27.35 % con
la aplicacion de Ca (NOs) + NaCl en los frutos pertenecientes al racimo dos y un
aumento del 34.46 % en el mismo tratamiento en los frutos pertenecientes al
racimo seis, mientras que los demas tratamientos se comportaron
estadisticamente similares al control. Estos resultados son diferentes a lo
reportado por Pérez-Labrada et al. (2019) quienes reportan un aumento del 18%
de los flavonoides con la aplicacién foliar de NPs Cu en el cultivo de tomate. El
aumento de los flavonoides puede estar relacionado con la dosis y la forma de
aplicacion de las NPs. Lopez-Vargas et al. (2018) reportan una disminucion del
12.48 % en los flavonoides con la aplicacién de 500 mg Lt de NPs Cu en el
cultivo de tomate. Una disminucién de los flavonoides podria deberse a una
disminucion en la acumulacion de carbohidratos en las vacuolas usados en la
respiracion celular (Hussain et al., 2019).

En la figura 7C para los resultados en los fenoles, los fenoles mostraron un
incremento en el racimo dos en los tratamientos NPs Ca y NPs Ca + NaCl del
37.18 y 35.82 % respectivamente, asi como el tratamiento NPs Ca + NaCl
incrementaron 12.15 % en los frutos del racimo cuatro, mientras que los fenoles

de los frutos del racimo seis disminuyeron en todos los tratamientos en
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comparacion con el control. Se ha reportado el aumento de los fenoles en
tomates estresados (Klunklin y Savage, 2017), de igual manera se ha informado
un aumento de los fenoles en tomates con la aplicacion de NPs. La aplicacion de
NPs Ca induce la sintesis de fenoles en los frutos de tomate con y sin salinidad,
este aumento se va limitando en la medida que aumentan el numero de los
racimos, ya que se observa una disminucion de la sintesis de fenoles en medida
que aumentan los racimos. Estos resultados difieren de los reportados por
Moradbeygi et al. (2020) quienes reportan un aumento del contenido fendlico en
las raices del cultivo de Dracocephalum moldavica L. con la aplicacion de NPs
FeO, y ninguna diferencia estadistica con la interacciéon de NaCl + NPs FeO sobre

el contenido fendlico de los brotes.
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Figura 7. Compuestos antioxidantes no enzimaticos en frutos de plantas de tomate sometidas a
estrés salino tratadas con NPs Ca. Vitamina C (mg g PS); Flavonoides (mg 100 g PS); Fenoles
(mg g PS). Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo a
Fisher (p < 0.05) n=5, valores promedio + error estandar.
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Carotenoides en frutos de tomate

Los resultados observados en la figura 8A con respecto a [3-caroteno se observa
un incremento en el 3-caroteno del racimo dos en el tratamiento NPs Ca + NaCl
del 19 %, mientras que en el mismo tratamiento del racimo cuatro se observa una
disminucién del 21.61 % en comparacion con el control.

En el licopeno ninguno de los tratamientos evaluados supero a sus respectivos
controles, sin embargo, el mayor contenido de licopeno se encuentra en el
tratamiento NPs Ca + NaCl con 229.29 de licopeno en 100 g* de PS en los
racimos cuatro y seis (Fig. 8B). Estos resultados son similares a los reportados
por Herndndez-Hernandez et al. (2019) quienes reportan que la aplicacién de
NPs Se y NPs Cu no modifico el contenido de fenoles y (3-caroteno en frutos de
tomate, sin embargo difieren de lo reportado por (Lépez-Vargas et al., 2018)
quienes reportan un aumento del 125.26 % en el licopeno con la aplicacion de 50
mg L? de NPs Cu via foliar, sin embargo, los mismos autores reportan una
disminuciéon del licopeno con la aplicacion de 250 mg Lt de NPs Cu. Por lo que
el aumento del licopeno como del B-caroteno podria estar directamente

relacionado con la dosis y la forma de aplicacion de NPs.
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Figura 8. Carotenoides en frutos de plantas de tomate sometidas a estrés salino tratadas con
CaNPs. Betacaroteno (mg 100 g1 PS); Licopeno (mg 100 g PS). Letras diferentes indican
diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo a Fisher (p < 0.05) n= 5, valores promedio
* error estandar.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de NPs Ca incremento los valores de las variables agronomicas de
plantas sometidas a estrés salino, ya que se mostré un efecto positivo al
aumentar el numero de racimos, numero de frutos amarrados y numero de frutos
totales, asi como la aplicacion de NPs Ca a plantas sin estrés salino incrementd
la altura de las plantas, aumento el peso de los frutos totales y a su vez inhibid la
formacion de frutos dafados.

Con respecto a la calidad de fruto, la aplicacion de NPs Ca incremento la firmeza
de los frutos sin estrés salino, mientras que aumentd el contenido de soélidos
solubles totales en plantas sometidas a estrés salino, las demas variables
evaluadas (CE, pH y AT) mostraron tendencias similares al NacCl.

La aplicacion de NPs Ca no indujo ninguna respuesta sobre los pigmentos
fotosintéticos de las hojas con y sin estrés salino, con respecto a la capacidad
antioxidante la adicion de NPs Ca indujeron la sintesis de fenoles en plantas sin
salinidad.

Para los compuestos no enzimaticos en frutos de tomate la aplicacién de CaNPs
puede incrementd el contenido fenoles y B-caroteno en los frutos de plantas con

estrés salino.
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