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RESUMEN

La presente investigacion se realizé en la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio
Narro ubicada en Saltillo, Coahuila. Se desarroll6 un cultivo de tomate hibrido de
crecimiento indeterminado var. Huno F1 en invernadero, con el objetivo de
evaluar el efecto de las nanoparticulas de cobre absorbidas en hidrogeles de
quitosan-PVA en plantas de tomate bajo condiciones de estrés salino (NaCl). Se
aplicaron al sustrato nanoparticulas de cobre en hidrogeles de quitosan (nCu)
(tratamiento 1), hidrogel de quitosan-PVA (Cs) (tratamiento 2) y un testigo
absoluto. Se evaluaron variables agronémicas, calidad de fruto, pigmentos de la
hoja y compuestos antioxidantes de fruto y hoja. Se uso6 un disefio estadistico
completamente al azar. Para las variables agrondmicas se utilizaron 16
repeticiones por tratamiento. En el resto de las variables se consideraron 5
repeticiones por tratamiento. Se realiz6 un analisis de varianza y pruebas de
comparacion de medias LSD (p<0.05). En los resultados, la aplicacion de
nanoparticulas de cobre en hidrogeles de quitosan-PVA tuvo un efecto positivo
en el rendimiento de las plantas de tomate sometidas a estrés salino, se observo
un incremento del 9% en relacidén con el testigo. El quitosan mostré un efecto
promotor en la altura de las plantas. La produccion de vitamina C mejoré con la
aplicacion tanto de nanoparticulas de cobre como de quitosan, incremento entre
un 33 a 42% respectivamente, de igual manera el pH. La aplicacion de quitosan
aumento el contenido de clorofilas. Se incrementd el contenido de fenoles y la
actividad del glutation en hoja por los tratamientos de nanoparticulas de cobre y

quitosan. Se demostr6 que la aplicacion de nanoparticulas de cobre en

vii



hidrogeles de quitosan tiene efectos positivos en la tolerancia al estrés salino por

plantas de tomate.

Palabras clave: nanoparticulas, cobre, quitosan, hidrogeles, salinidad, tomate.

viii



INTRODUCCION

La nanotecnologia (NT) es una ciencia multidisciplinaria que se basa en el estudio
y desarrollo de sistemas en escala muy pequeia, tamafo “nano” o equivalente a
una mil millonésima parte de un metro (10° m). Los cientificos usan particulas de
tamafio mindsculo llamadas nanoparticulas (NPs) con dimensiones entre 10 y
100 nandémetros (Auffan et al., 2009). Estas poseen propiedades fisicas y
guimicas absolutamente Unicas y diferentes a las particulas mas grandes (Misra
et al., 2013). Las nanoparticulas en plantas se aplican en forma foliar (Hong et
al., 2015), hidroponia (Lépez et al., 2016), in vitro (Nair y Chung, 2015) y en
sustrato (Juarez-Maldonado et al., 2015). Cuando se aplican en el sustrato éstas
penetran a través de la raiz, se mueven con la corriente de transpiracion en los
vasos del xilema y se transportan a la parte aérea de las plantas (Cifuentes et al.,

2010).

Nair y Chung (2015) informaron que las nanoparticulas de 6xido de cobre (NPs
CuO) aumentan la actividad de superoxido dismutasa y disminuyen la actividad
ascorbato peroxidasa en raices de Brassica juncea L. (mostaza de la India).
Trujillo et al. (2014), mencionan que al aplicar 10 mg/L de nanocobre (nCu) se
incrementd la actividad de catalasa, y al aplicar 20 mg/L de nCu disminuy6 la

actividad de ascorbato peroxidasa en hojas de lechuga (Lactuca Sativa).

Juérez-Maldonado et al. (2015), realizaron una investigacién en tomate (Solanum

lycopersicum L.) donde se us6 una concentracion de 0.06 g L de (nCu)



absorbido en hidrogeles de quitosan, en cuanto a los antioxidantes se observaron
diferencias estadisticas en la actividad enziméatica de catalasa en las hojas y en

el contenido de licopeno en fruto.

Por otro lado, Karami et al. (2015), evaluaron el efecto de las NPs de Ag en
plantas de tomate y obtuvieron los mejores resultados 75 y 100 mgl/L,
concluyendo que las enzimas antioxidantes modulan el estrés oxidativo inducido

por las NPs de Ag en plantas de tomate.

El estrés salino en plantas de tomate provoca un sinniumero de efectos
fisiolégicos, morfologicos y bioquimicos, tales como disminucion del rendimiento
y fotosintesis, menor peso de los frutos, cambios cuantitativos y cualitativos en la
sintesis de proteinas y cambios en la expresioén de genes, entre otros (Amini et

al., 2007)

Los antioxidantes en las plantas generalmente estan ligados a la capacidad de
tolerar estrés oxidativo, la aplicacion de NPs de Cu resulta en una mayor
generacion de antioxidantes, asi la planta tendra mayor capacidad de tolerar
algun tipo de estrés ya sea bidtico y/o abidtico. Los compuestos generalmente
asociados con la capacidad antioxidante son: la catalasa, peroxidasa, acido

salicilico, vitamina C y vitamina E (Da-Costa y Sharma, 2015).

El interés por mejorar la tolerancia de los cultivos a la salinidad ha incrementado
en los ultimos afios y se han generado nuevas alternativas de produccién
basados en la nanotecnologia, es necesario difundir informacion del efecto de las

nanoparticulas sobre los cultivos, ya que se ha descubierto que la aplicacion de



las nanoparticulas metalicas induce efectos positivos en diversos cultivos. Por lo
anterior, en este trabajo se evaluaron plantas de tomate tratadas con
nanoparticulas de cobre absorbidas en hidrogeles de quitosan-PVA, las cuales
fueron sometidas a estrés salino para conocer su tolerancia y generar
conocimiento en la comprension de los mecanismos de defensa de las plantas

de tomate.



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si la aplicacion de las nanoparticulas de cobre en hidrogeles de
quitosan-PVA aumenta la capacidad para tolerar el estrés salino en plantas de

tomate.
Objetivos especificos

e Evaluar el crecimiento y desarrollo de las plantas de tomate bajo estrés
salino.

e Evaluar los pigmentos de la hoja para conocer los cambios derivados con
la aplicacion de las nanoparticulas de cobre y el quitosan.

e Evaluar la calidad del fruto de plantas de tomate bajo estrés salino para
conocer los cambios asociados a la calidad nutracéutica derivada de la
aplicacién de las NPs de Cu.

e Evaluar el contenido de compuestos antioxidantes enzimaticos y no

enzimaticos en plantas de tomate bajo estrés salino.

HIPOTESIS
Las NPs Cu en hidrogeles de quitosan-PVA aumentan la tolerancia al estrés

salino en plantas de tomate.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo del tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) se considera como una de las hortalizas de
mayor importancia en muchos paises del mundo, por el gran numero de
productos que se obtienen. Mundialmente ocupa el segundo lugar en importancia
entre las hortalizas debido a su nivel de produccion, la cual es superada
solamente por el cultivo de la papa. De igual manera se considera la segunda
hortaliza mas consumida ya que proporciona importantes fuentes de vitaminas A
y C, minerales esenciales, antioxidantes fendlicos y otros nutrientes (kalia y

palanisamy, 2013; SAGARPA, 2005).

Origen del tomate

El tomate, y las plantas mas relacionados con él, tienen su centro de origen en
una regién montafiosa, estrecha y alargada de los Andes en Peru, Ecuador y
Chile. Ademas, algunas plantas claramente emparentadas con el tomate

cultivado son parte de la flora nativa de las islas Galapagos (Jenkins, 1948).

Ubicacion taxondmica

El tomate pertenece a la familia de las solanaceas, junto con otros cultivos de
Importancia econémica como el pimiento, berenjena y la papa. Fue clasificado
por Miller (1754) como Lycopersicum esculentum y renombrado por Child (1990)
y Peralta y Spooner (2006) como Solanum lycopersicum (Diez y Nuez, 2008), sin

embargo y con objeto de evitar mas confusion en la nomenclatura, muchos



sistematicos para denominar al tomate cultivado han propuesto la adopcion de la

prolongadamente utilizada nomenclatura de Solanum lycopersicum.

Nanotecnologia

La nanotecnologia (NT) se define como un campo de las ciencias aplicadas
dedicadas al control y manipulacion de la materia a una escala de 1 a 100
nandémetros de tamafio donde se presentan propiedades quimicas y fisicas
Unicas (Dawson, 2008). Hace referencia a la integracion de diferentes disciplinas
cientificas capaces de crear y desarrollar nuevos materiales, aplicaciones entre

ellas la industria del agro (Ghormade et al., 2011).

La NT trabaja claramente con materiales estructurados en escala hanométricas
0 ya sea nanoestructuras. La aparicién de la NT y el desarrollo de nuevos nano
dispositivos y nanomateriales abren nuevas aplicaciones potenciales en la
agricultura y la biotecnologia, representa una de las innovaciones cientificas, y
en muchos sentidos, la de mayor alcance en lo referente a la alta tecnologia para

la agricultura y los alimentos frescos (Gruere, 2012)

Nanomateriales y nanoparticulas

Segun Fages (2013), los nanomateriales se pueden clasificar conforme a su

naturaleza quimica en cuatro grandes familias:

e Nanomateriales derivados del silicio: nanoarcillas, nanoesferas de
silice, nanoesferas de silicio y nanocompuestos de tipo oligomerico

poliédrico silsesquioxano (POSS).



e Nanomateriales derivados del carbono: fullerenos, nanotubos vy
nanofibras de carbono.

¢ Nanoparticulas metélicas y derivados de estas: plata, oro, cobre,
titanio, zinc, diéxido de titanio, 6xido de zinc, cerio, etc.

e Nanoparticulas poliméricas: dendrimeros

Las nanoparticulas son materiales que son lo suficientemente pequefios como
para caer dentro del rango manométrico (10° a 10?1? m), teniendo sus

dimensiones de menos de unos pocos cientos de nandmetros (Srilatha, 2011).

Dentro de las NPs se encuentran las nanoparticulas metélicas que tienen la
capacidad potencial de viajar en el interior del organismo que otros materiales o
particulas mas grandes no pueden hacer, por lo tanto, se pueden evaluar
diversas interacciones de las NPs con fluidos, células y tejidos (Bhattacharyya et

al., 2014).

Por esta razon Ferrer (2012) menciona que las nanoparticulas metélicas
presentan una gran aplicabilidad debido a sus propiedades electrénicas. Estos
pequefios agregados metalicos no pueden ser tratados como el grueso del
material, ya que la banda de conduccion presente en un metal voluminoso esta
ausente en este tipo de sistemas, y en su lugar se daran estados discretos en la
banda. Los electrones estan confinados en pequefias particulas de metal,
mostrando asi las propiedades de los “puntos cuénticos”. Se utiliza la palabra
cuantico para enfatizar que las nanoparticulas metélicas que muestran una serie

de propiedades Opticas y electronicas inesperadas, resultado del confinamiento

7



de los electrones a un numero finito de estados energéticos cuanticos

disponibles.

Usos de las nanoparticulas

El uso de nanoparticulas es muy diferente en la agricultura, industria y medicina
(Kim et al., 2004). Las nanoparticulas son ampliamente utilizadas en productos
farmacéuticos, cosméticos, alimentos, textiles, técnicas de imagen para
diagnosticar trastornos médicos y materiales. En la agricultura, su uso esta
aumentando de manera exponencial debido a las propiedades mecénicas,

electrénicas y quimicas que éstas poseen (Somasundaran et al., 2010).

En la industria alimentaria el uso principal de las NPs se debe a su actividad
antimicrobiana, por ejemplo, el diéxido de titanio, es un colorante alimentario que
puede utilizarse como barrera de proteccion en el envasado de alimentos o las
NPs de plata que, utilizadas como agentes antimicrobianos en los paneles de los
refrigeradores vy frigorificos, asi como en los recipientes de almacenamiento,
lineas de envasado y otras superficies destinadas a entrar en contacto con los
alimentos. Las NPs organicas se emplean principalmente para mejorar el valor
nutritivo de los alimentos, utilizdndose como vehiculo para la liberacion de

vitaminas y otros nutrientes incorporados en nanocapsulas (Zhang et al., 2006).

Uso de las nanoparticulas en la Agricultura

La agricultura es un area donde las nuevas tecnologias se aplican para mejorar
el rendimiento de los cultivos. El uso de las NPs puede tener soluciones

concretas contra muchos de los problemas relacionados con la agricultura como



el control de plagas de insectos utilizando los métodos tradicionales, los efectos
adversos gue provocan las sustancias quimicas que contienen los pesticidas y la
transferencia de genes mediada por NPs que seria util para el desarrollo de
variedades mejoradas en cultivos resistentes a plagas de insectos, etc. (Azeredo

et al., 2009).

En la agricultura su uso incluye los fertilizantes para aumentar el crecimiento y
rendimiento de la planta, pesticidas para combatir las plagas y enfermedades,
sensores para monitorear la calidad del suelo y la sanidad de las plantas. Durante
la dltima década se han desarrollado una serie de patentes y productos que
incorporan nonomateriales en practicas agricolas (por ejemplo, nanapesticidas,
nanofertilizantes y nanosensores). Las metas colectivas de todos estos enfoques
es mejorar la eficiencia y la sostenibilidad de las practicas agricolas al requerir
menos recursos y generar menos residuos indeseados que los productos

convencionales (Servin et al., 2015; Nair et al., 2010).

Se elaboran NPs y polimeros o biomacromoleculas especificas que son de
interés significativo, ya que las NPs pueden ser utilizadas como aditivos de
peliculas plasticas para bioespacios en la agricultura protegida y en
antimicrobiales de toxinas, bacterias y hongos (Adner et al., 2013). Es decir, las
NPs son factibles para la fabricacion de productos poliméricos incluyendo
peliculas y posiblemente acolchados para suelos, tuneles, microtuneles e

invernaderos.



El uso de las nanoparticulas mejora los productos quimicos agricolas de
liberalizacién controlada in situ con el objetivo de transferir moléculas para dar

resistencia a enfermedades (Agrawal y Rathore, 2014).

Nanoparticulas metalicas en plantas

De los efectos de las nanoparticulas metalicas en plantas se reporta un mayor
porcentaje de germinacion, tasa de crecimiento, biomasa de raiz y brotes y
aumento en parametros fisioldgicos como las actividades fotosintéticas y

metabolismo del nitrdgeno en muchos cultivos (Moghadam et al., 2015).

Adhikari et al. (2013), realizaron un estudio en el que se evalu6 el impacto de las
nano particulas de 6xido de silicio (SiOz) y molibdeno (Mo) en la germinacion de
semilla de arroz (Oryza sativa L.). Se evaluaron los efectos potenciales de SiO2
(10-20 nm) y Mo (<100 nm) y se observo una buena germinacion de semillas, en
el tratamiento con nanoparticulas de SiO2 no se mostré ningun efecto toxico
sobre el crecimiento del arroz, mientras que en el tratamiento con nano particulas
de Mo después de 50 mg/L el crecimiento y elongacién de la raiz fueron
detenidos.

Por otro lado, un estudio realizado por Siddiqui y Al-Whaibi (2014), el cual se llevé
a cabo para poner a prueba los efectos de nanoparticulas de SiO2 de un tamafio
12 nm sobre la germinacion de semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.).
Se observo que el tratamiento de 8 mg/L de nSiO2 mejord el porcentaje de
germinacion de la semilla, tiempo de germinacion, indice de germinacion de las

semillas, el indice de vigor de las semillas, peso fresco y peso seco. Por lo tanto,
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es muy claro que el nano SiO2 tiene un impacto significativo en el potencial de
germinacion de las semillas y caracteristicas de las plantas de tomate.

Lin y Xing (2007) llevaron a cabo una investigacion en la que se evaluaron los
efectos de cinco tipos de nanoparticulas (nanotubos de carbono, aluminio,
alumina, zinc y 6xido de zinc) sobre la germinacion de semillas y crecimiento de
las raices de las seis especies de plantas superiores rdbano (Raphanus sativus),
zanahoria (Brassica napus), raigras (Lolium Perenne), lechuga (Lactuca sativa),
maiz (Zea mays) y pepino (Cucumis sativus). Se menciona que la germinacién
de las semillas no se vio afectada, excepto en el tratamiento con zinc a
nanoescala (nano-Zn) en raigras y 6xido de zinc (nano-ZnO) en el maiz en 2000
mg/L. La inhibicion de crecimiento de las raices vari6 mucho entre las
nanoparticulas y las plantas.

Por su parte Hojjat y Hojjat (2015) realizaron una investigacion donde se evalu6
el efecto de las nanoparticulas de plata sobre la germinacion y crecimiento de
plantulas de alholva (Trigonella foenum-graecum), se manejaron parametros de
crecimiento de la planta como la longitud de la raiz, peso fresco, peso seco y
porcentaje de germinacion, utilizando cinco concentraciones de nanoparticulas
de plata (0, 10, 20, 30 y 40 ug/ml). Los resultados de germinacion de semillas
indican que las nanoparticulas de plata en bajas concentraciones promovieron la
germinacion y crecimiento temprano de plantulas de alholva, sin embargo, en una
concentracion mas alta mostraron efectos adversos leves. Ademas, hubo una
importante influencia positiva en la longitud de raiz, peso fresco de raiz y

elongacion de raiz para todas las semillas en comparacion con el testigo. Los
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resultados mostraron que el efecto de las nanoparticulas de plata fue significativo
en el porcentaje de germinacion.

Lépez et al. (2010), llevaron a cabo un estudio en semillas de alfalfa (Medicago
sativa), maiz (Zea mays), pepino (Cucumis sativus), y el tomate (Solanum
lycopersicum) tratadas con nanocerio en 0-4000 mg/L, Los resultados mostraron
gue el nanocerio redujo significativamente la germinacion de maiz (alrededor de
30% a 2000 mg/L y en tomate y pepino se redujo en 30 y 20% respectivamente.
El crecimiento de las raices fue promovido de forma significativa por el nanocerio
en el pepino y maiz, pero se redujo en alfalfa y tomate. Ademas, en casi todas
las concentraciones, el nanocerio promovié la elongacién de los brotes en las
cuatro especies de plantas.

Por otro lado, Lopez et al. (2016), llevaron a cabo un trabajo experimental para
explorar la tolerancia de Solanum lycopersicum L. (tomate) a las nanopatrticulas
de cobalto ferrita (CoFe20a4). Las plantas de tomate fueron cultivadas en medios
hidropdnicos con nanoparticulas de CoFe204 en un rango de 0 a 1000 mg/L. La
exposicion a NPs CoFe204 no afectd la germinacion y el crecimiento de las
plantas, pero se aumento la absorcién de Fe y Co dentro de los tejidos vegetales
con el aumento de la concentracion de nanoparticulas. La absorcion de Mg en
las hojas de la planta alcanz6 su maximo nivel a una concentracion de 4.9 mg/L,
el mayor peso seco se registrdO a una concentracion de 125 mg/L y hubo una
disminucion en altas concentraciones de NPs de CoFe20a.

Lee et al. (2010), desarrollaron un estudio para evaluar los efectos de las
nanoparticulas de oxido de aluminio (nAl203), 6xido de silicio (nSiOz), magnetita

(nFes304), y oxido de zinc (nZnO), en el desarrollo de Arabidopsis thaliana (berro
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de oreja de ratdn). Bajo tres indicadores de toxicidad (germinacion de la semilla,
alargamiento de la raiz, y el nimero de hojas) se cuantifico la exposicién a cada
nanoparticula a tres concentraciones: 400, 2.000, y 4.000 mg/L. Entre estas
particulas, nZnO era mas fitotoxico, seguido de nFesz0a4, nSiO2, y nAl203, que no

era toxico.

Por su parte Peralta et al. (2014), realizaron una investigacion en la cual el
objetivo fue determinar los elementos nutricionales en soja (Glycine max),
cultivadas en suelo agricola modificado con nanoparticulas de CeO:2 a una
concentracion de 0-1000 mg/kg y ZnO de 0-500 mg/kg. En comparacién con el
control, las vainas de nCeO2 a 1000 mg/kg tuvieron significativamente menos Ca
pero mas P y Cu, mientras que las vainas de 100 mg/kg de nZnO tuvieron mas
Zn, Mny Cu. Los datos de esta investigacion sugieren que nCeO2 y nZnO alteran

el valor nutricional de la soja.

Prasad et al. (2012), realizaron un experimento con semillas de cacahuate que
fueron tratadas por separado con diferentes concentraciones de 6xido de zinc a
nanoescala (ZnO) y suspensiones de quelatos de sulfato de zinc a granel
(ZnS0a), respectivamente, se estudié el efecto sobre la germinacién de semillas,
vigor de las plantulas, crecimiento de las plantas, la floracion, el contenido de
clorofila, rendimiento de vainas y el crecimiento de las raices. Los tratamientos
con nanoparticulas de ZnO de 25 a 1000 ppm de concentracidn promovieron
tanto la germinacion como el vigor de las plantulas y a su vez mostraron pronto
establecimiento en el suelo que se manifesté por la floracion temprana y mayor

contenido de clorofila en las hojas. Estas particulas han demostrado su eficacia
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en el aumento de crecimiento del tallo y la raiz. El rendimiento de vainas por
planta fue 34% mayor en comparacion con el tratamiento ZnSOa4. El experimento

se llevo a cabo en campo con aplicacion foliar.

Estrés salino en plantas

La salinidad afecta el crecimiento y produccién de los cultivos porque reduce el
potencial hidrico de la solucion del suelo, por lo que disminuye la disponibilidad
de agua, y crea un desequilibrio nutritivo, dada la elevada concentracion de
elementos (Na*, CI) que pueden interferir con la nutricion mineral y el
metabolismo celular (Amini et al., 2007). En consecuencia, los diversos efectos
observados a distinta escala, desde reduccién de turgencia y crecimiento, hasta
la pérdida de la estructura celular por desorganizacion de membranas e inhibicion
de la actividad enzimatica, son el producto combinado del estrés hidrico, la
toxicidad idnica y el desequilibrio nutricional (Parida y Das, 2005). La salinidad
afecta la fotosintesis, principalmente a través de la reduccién del area foliar, el
contenido de clorofila y la conductancia estomatica, y en menor extension a
través de una disminucion de la eficiencia del fotosistema Il (Chinnusamy et al.,
2005). Los efectos adversos de la salinidad pueden atribuirse al efecto del estrés
salino sobre el ciclo celular y la diferenciacion. La salinidad detiene
temporalmente el ciclo celular reduciendo la expresion y actividad de ciclinas y
proteinas quinasa dependientes de ciclinas, lo que trae como resultado menos

células en los meristemos, y un crecimiento limitado.

Gossett et al. (1994), evaluaron el efecto de NaCl en diferentes variedades de

algodon, para determinar el nivel de tolerancia a la sal y se determin6 que las
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variedades con mas tolerancia fueron aquellas que presentaron una mayor
actividad de las enzimas catalasa, peroxidasa, glutation reductasa, los datos
indican que la proteccion contra el dafio oxidativo esta dada por niveles mas altos
de antioxidantes sugiriendo que puede estar implicado en el desarrollo de la

tolerancia a sal en el algodon.

Estrés oxidativo y antioxidantes

La oxidacion es un proceso bioquimico de pérdida de electrones siempre
asociado a otro de captacion que llamamos reduccion. Esta oxidacion es
fundamental para la vida, pues participa en los procesos de obtencion de la
energia celular. Sin embargo, cuando existe un exceso de oxidacion aparece el
estrés oxidativo, que es una realidad compleja en todos los niveles bioldgicos,
gue no se puede medir ni definir con un solo parametro. Hay una multitud de
enfermedades que se han relacionado con el estrés oxidativo y la generacién de
radicales libres. Por esto, terapias antioxidantes y dietas ricas o enriquecidas con
antioxidantes parecen prevenir o al menos disminuir el deterioro funcional

organico originado por un exceso de estrés oxidativo (Elejalde, 2001).

El sistema de defensa antioxidante estd constituido por un grupo de sustancias
que, al estar presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato
oxidable, retrasan o previenen significativamente la oxidacion de éste. Como
sustrato oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas organicas o
inorganicas que se encuentran en las células vivas, como proteinas, lipidos,
hidratos de carbono y las moléculas de ADN. Los antioxidantes impiden que otras

moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar-interactuar mas rapido con los
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radicales libres del oxigeno y las especies reactivas del oxigeno que con el resto
de las moléculas presentes, en un determinado microambiente -membrana

plasmatica, citosol, nucleo o liquido extracelular (Venereo, 2002).

Da-Costa y Sharma (2015), analizaron el efecto de las nanoparticulas de 6xido
de cobre (II) (NPs CuO) en el crecimiento, la fotosintesis y la respuesta
antioxidante de arroz (Oryza sativa var. Jyoti). Los resultados fueron que la tasa
de germinacion, la longitud de la raiz y la biomasa disminuyeron, mientras que la
absorcion de Cu en las raices y brotes aumento a altas concentraciones de NPs
de CuO. La tasa fotosintética, la tasa de transpiracion, conductancia estomatica
y contenido de pigmentos fotosintéticos disminuyeron a 1000 mg/L de
nanoparticulas de 6xido de cobre, también se observo la expresion elevada de
ascorbato peroxidasa y superoxido dismutasa, enzimas que forman parte de los

compuestos antioxidantes.

Nekrasova et al. (2011) estudiaron los efectos de los iones de cobre (ll) y
nanoparticulas de 6xido de cobre en Elodea densa (Planch), en la tasa de
peroxidacion de lipidos, las actividades de las enzimas antioxidantes (superéxido
dismutasa, catalasa y peroxidasa), y la fotosintesis. Los resultados mostraron
que las nanaoparticulas activan la peroxidacion lipidica y aumentan las
actividades de la catalasa y superdxido dismutasa en las plantas tratadas a una

concentracion de 1.5 a 2.0 mg/L.

Rao y Shekhawat (2014) llevaron a cabo un estudio donde evaluaron los efectos
del 6xido de zinc (ZnO) en el crecimiento de las plantas, la acumulacion y la
actividad enzimatica antioxidante en Brassica juncea. La semilla se germind en
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condiciones hidroponicas con una concentracion variable de ZnO (0, 200, 500,
1000, 1500 mg/L) durante 96 h. La disminucion significativa en la biomasa de las
plantas se registrd0 con un incremento gradual en el contenido de prolina y la
peroxidacion lipidica hasta una concentracion de 1000 mg/L. La estimacion de la
enzima antioxidante catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), glutation
reductasa (GR) y la superéxido dismutasa (SOD) se llevé a cabo en diferentes
tejidos de la planta. Ademas, también se registr6 la acumulacién de
nanaoparticulas de Oxido de zinc en los tejidos. Se concluyé que las
nanoparticulas de 6xido de zinc causaron la generacion de especies reactivas

del oxigeno (ROS) en los tejidos vegetales.

Corral et al. (2014), llevaron a cabo una investigacion para determinar el impacto
de nanoparticulas de 6xido de cerio (nCeOz) en rdbano (Raphanus sativus L.).
Las plantas se cultivaron en macetas con suelo tratado con nCeO:2 a
concentraciones de 0, 62.5, 125, 250, y 500 mg/kg y se evalu6 la germinacion,
crecimiento, la fotosintesis y antioxidantes en diferentes etapas de crecimiento.
Los resultados mostraron que a 500 mg/kg, de nCeO: retardd significativamente
la germinacion de las semillas, pero no redujo el nimero de semillas germinadas.
En ninguno de los tratamientos se afectd el intercambio de gases, la fotosintesis,
el crecimiento, fenoles, flavonoides, y la acumulacion de nutrientes en los
tubérculos y hojas de plantas adultas. La evaluacion de la capacidad antioxidante
en tubérculos se determiné con diferentes metodologias: fenoles totales, FRAP
(ferric reducing-antioxidant power), ABTS (2,2-azinobis-[3 etilbenzotiazolin-6-

sulfénico]) y DPPH (1,1-difenil2-picrilhidracil), aumentando en un 30%, 32% y
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85%, respectivamente, en las plantas tratadas con 250 mg nCeO2kg* de suelo.
Ademas, la acumulacion de cerio en tubérculos de plantas tratadas con 250 y

500 mg/kg alcanzé 72 y 142 mg/kg en peso, respectivamente.

Otra investigacion realizada por Faisal et al. (2013), en la cual se examinaron
nanoparticulas de 6xido de niquel (NPsNiO) en el intervalo de concentracion de
0.025-2.0 mg/ml para la induccion de estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial,
apoptosis / necrosis en las raices de plantulas de tomate, como un modelo in vivo
para la evaluacion de nanotoxicidad en las plantas. En comparacion con el
testigo, la catalasa (CAT), el glutation (GSH), superéxido dismutasa (SOD) y la
peroxidacién lipidica (LPO) en 2,0 mg/ml, los tratamientos con NPs de NiO
mostraron 6.8, 3.7, 1.7 y 2.6 veces mayores actividades de enzimas
antioxidantes. A 2.0 mg/ml se presentdé aumento de las especies reactivas de
oxigeno intracelulares (ROS) y potencial de membrana mitocondrial de raices de

las plantulas lo que confirmaron el estrés oxidativo y la disfuncidon mitocondrial.

Por otro lado, Canivet et al. (2015), realizaron una investigacion en la cual se
utilizaron nanoparticulas de hierro (NPsFe) para evaluar los efectos de
citotoxicidad, el estrés oxidativo, la peroxidacién de lipidos de membrana, en el
cultivo musgo Physcomitrella patens expuesto a cinco concentraciones diferentes
(5 ng, 50 ng, 500 ng, 5 gy 50 g). Después de la exposicion, el vigor de las plantas
no se vio afectado. Ademas, se estudio el estrés oxidativo de tres maneras: a
través de la medida de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),

de malondialdehido (MDA) de produccion y también a través de la regulacion de
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glutation. En concentraciones ensayadas durante un corto periodo de tiempo, el

nivel de ROS, MDA vy glutation no fueron significativamente alterados.

Mukherjee et al. (2014), llevaron a cabo un estudio con NPs Fe-ZnO en plantas
de chicharo (Pisum sativum L.) informaron que las concentraciones de 250 y 500
mg/L de NPs causaron un aumento en la actividad de CAT cultivadas en suelo.
Variaciones en la actividad de la CAT dentro de los tejidos vegetales se han
correlacionado a los estreses producidos por diferentes tipos y concentraciones

de NPs.

Aplicacion de nanoparticulas de cobre en plantas

Las NPs de Cu han atraido mucho la atencién en los ultimos afos, se sabe que
el cobre es un micronutriente esencial de las plantas que es requerido para su
crecimiento y participa en reacciones de oxidacion-reduccion. Sin embargo, se
convierte en un metal toxico cuando se encuentra en los tejidos a
concentraciones mas altas a las necesarias para el crecimiento vegetal (30
mg/kg). El cobre promueve la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO), en forma enzimética y no enzimatica (a través de la reaccion de Fenton),
las cuales pueden causar la oxidacion de proteinas y lipidos, alterar la integridad
de las membranas, la fotosintesis, el crecimiento e inducir la muerte celular. Entre
los mecanismos bioquimicos de defensa que se inducen en respuesta al dafio
oxidativo causado por cobre esta el incremento de las actividades de enzimas
antioxidantes tales como catalasa, superéxido dismutasa, glutation reductasa,

ascorbato y guaiacol peroxidasas (Leon y Sepulveda, 2012). Por lo que, inclusive
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metales esenciales como el Cu son dafinos cuando se encuentran en exceso en

forma ionica o bien en forma de nanoparticulas.

Una investigacion realizada por Adhikari et al. (2012), en la cual se llevaron a
cabo experimentos para conocer el efecto de las nanoparticulas de 6xido Cu (50
nm) sobre la germinacion y el crecimiento de las semillas de soja y garbanzo. Los
resultados experimentales generales demostraron que la presencia de
nanoparticulas de CuO afecta el crecimiento de las plantulas soja de garbanzo a
diferentes concentraciones. El crecimiento maximo se encontré en 100 ppm para
soja y 60 ppm para las plantulas de garbanzo mas alla de esta concentracion, el
crecimiento se inhibié. El crecimiento es eficaz en cierta concentracion optima,
pero si es mas alta inhibe el crecimiento y puede ser atribuido a la acumulacién
y la absorcion de nanoparticulas de 6xido de cobre por las raices. Se encontro
que la acumulacion y absorcion de las nanoparticulas fue dependiente de las

concentraciones de exposicion.

Por su parte los investigadores Lee et al. (2008), realizaron un estudio para
conocer el efecto de las nanoparticulas de Cu sobre el crecimiento y
bioacumulacion de las plantas Phaseolus radiatus (frijol mungo) y el Triticum
aestivum (trigo). Todas las pruebas se llevaron a cabo en medios de agar-planta
para prevenir la precipitaciéon de las nanoparticulas insolubles en agua en las
unidades de prueba. Se examind la inhibicion del crecimiento de plantulas
expuestas a diferentes concentraciones de nanoparticulas de Cu y se concluy6
qgue las nanoparticulas de cobre eran toxicas para las plantas y también eran

biodisponibles. Las concentraciones eficaces de nanoparticulas de Cu fueron 335
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mg/L para Phaseolus radiatus y 570 mg/L para Triticum aestivum. Phaseolus

radiatus fue mas sensible a las nanoparticulas de Cu que Triticum aestivum.

Trujillo et al. (2014), realizaron un estudio en lechuga (Lactuca sativa) en el que
se evaluaron las plantulas de lechuga de 18 dias en un cultivo hidropénico y
fueron tratadas durante 15 dias con nanoparticulas de Cu y CuO a una
concentracion de 10y 20 mg/L, se determinaron los micro y macronutrientes, se
evaluo el contenido de clorofila, crecimiento de las plantas, y las actividades de
la catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX), los resultados mostraron que
las nanoparticulas de Cu reducen el contenido de agua, longitud de la raiz, y la
biomasa seca de las plantas de lechuga. Los tratamientos con nanopatrticulas de
Cu y CuO produjeron significativa acumulacion de Cu en las raices, todos los
tratamientos de Cu incrementaron la actividad enzimatica de catalasa (CAT) y
disminuyeron la actividad de ascorbato peroxidasa (APX) en lechuga, los
tratamientos alteraron la calidad nutricional de la lechuga, ya que las plantas

tratadas tuvieron significativamente mas Cu, Al y S pero menos Mn, P, Ca, y Mg.

Un estudio realizado por Pradhan et al. (2015), donde se evaluo el efecto de las
nano particulas de cobre y sulfato de cobre (CS) en Vigna radiata, menciona que
el tratamiento con sulfato cobre obtuvo los mejores resultados en las plantas en
términos de morfologia bésica, contenido de pigmento y antioxidantes, el
tratamiento con nanaoparticulas de cobre demostro una asimilacion de nitrégeno
elevado en comparacion con el sulfato de cobre. En dosis mas altas de CS se
encontré que puede ser toxico para el sistema de la planta, mientras que las NPs

de Cu no presentaron ninguna toxicidad para el sistema incluyendo alteraciones
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morfologicas y/o fisiologicas. Mencionaron que las NPs de cobre pueden ser
utilizadas como modificacion nutricional, para equilibrar la disparidad nutricional

por desequilibrio de cobre.

Quitosan e hidrogeles de quitosan

Los hidrogeles de quitosan se preparan con el objetivo principal de encapsular
sustancias para producir sistemas de dosificacion que son de aplicacion en la
industria, en medicina, farmacia, biotecnologia y en la agricultura (Juarez-

Maldonado et al., 2015).

Por su parte los hidrogeles constituyen un grupo de materiales poliméricos, su
estructura hidrofila los hace capaz de contener grandes cantidades de agua en
sus redes tridimensionales (Ahmed, 2013) y se atribuye a la presencia de varios
grupos funcionales (i.e., amino, carboxilo, amida, hidroxilo y acido sulfénico) en
los polimeros de la red de formacion del hidrogel (Peppas, 1993). La clasificacion
de los hidrogeles depende de su estructura fisica y composicién quimica, pueden

ser clasificados como amorfo, semicristalino y cristalino (Ahmed, 2013).

Quimicamente las redes reticuladas tienen uniones permanentes, mientras que
las redes fisicas tienen uniones transitorias que surgen de interacciones ionicas,
enlaces de hidrogeno o interacciones hidr6fobas. De acuerdo a la presencia o
ausencia de carga eléctrica que se encuentran en las cadenas reticuladas, se
clasifican en no idnico, iénico, anfétero electrolitico (que contiene tanto grupos
acidos y basicos) y de ion hibrido que contienen grupos tanto aniénicos y

cationicos en cada unidad repetitiva estructural (Ahmed, 2013).
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El quitosano es un polisacarido lineal que tiene buena entidad quimica en la
sintesis de hidrogeles debido a la mayor capacidad de reticulacidén y presencia
del grupo amino (—NH2) (Kumar, 2000). Es un compuesto biodegradable natural
derivado de las conchas de crustaceos como los cangrejos y camarones

(Bautista et al., 2006).

El quitosano es insoluble en la mayoria de disolventes, pero es soluble en acidos
organicos diluidos tales como acido acético, acido férmico, acido succinico, acido
lactico, y &cido mélico. El quitosano posee propiedades (El Hadrami et al., 2010).
La actividad fungicida del quitosano se ha documentado contra diversas especies
de hongos y oomicetos (Muzzarelli et al., 1990). Promueve el crecimiento y la
expresion de genes en los cloroplastos e incrementa la produccion floral de
orquideas (Limpanavech et al., 2008), es inductor de resistencia (Khan et al.,

2003).

Aplicaciones de las nanoparticulas en hidrogeles de quitosan en la
agricultura

Juérez-Maldonado et al. (2015), realizaron un estudio en lechuga (Lactuca sativa
L.). El objetivo fue evaluar las respuestas de induccion de antioxidantes en
lechuga usando nanoparticulas de cobre absorbidas en hidrogeles de quitosan
nCu. El estudio se realiz6 en dos etapas, la primera consistio en una fase
exploratoria estableciendo cinco tratamientos: 0.03, 0.015, 0.006, 0.003 y 0.0015
mg/L de nCu. En la etapa dos se hicieron tres tratamientos: el mejor de la etapa
previa, quitosan y un testigo, evaluando el efecto en variables de vigor, contenido

de minerales y compuestos antioxidantes en hojas. En la primera etapa, el
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tratamiento de 0.06 g/L dio la mayor biomasa seca. En la segunda etapa el
tratamiento con nCu-Cs gener6 el mayor peso fresco por planta, un 30% superior
al testigo. En peso seco, longitud, peso fresco y seco de raiz no existieron
diferencias. La aplicacion de quitosan se asocid con la mayor conductancia
estomatica. Por otra parte, al aplicar nCu-Cs hubo mayor acumulacion de Ca en
la hoja, de Cu, Fe y K fue en la raiz y en las hojas Mg y Zn. Las unidades SPAD,
catalasa, ascorbato peroxidasa, fenoles totales, glutation peroxidasa, glutation,
superéxido dismutasa y proteinas no mostraron diferencias estadisticas. Por lo
que, la aplicacion de nCu-Cs aumenta significativamente el rendimiento de
lechuga, modifica la concentracion de Ca y no presenta algun efecto en los
compuestos antioxidantes.

Otra investigacion es la realizada por Juarez-Maldonado et al. (2015), consistio
en evaluar el efecto de la aplicaciéon de nanoparticulas de cobre en hidrogeles de
quitosan sobre los compuestos antioxidantes en tomate. En tal estudio se uso6
una concentracion de 100 mg/kg de NPs de cobre absorbidas en hidrogeles de
quitosan, los resultados mostraron que el tratamiento con nCu present6 los
mejores resultados en numero de racimos y frutos, rendimiento, peso fresco y
seco de parte aérea, asi como en la conductancia estomética. En cuanto a los
antioxidantes solo se observaron diferencias estadisticas en la actividad
enzimatica de catalasa en las hojas y en el contenido de licopeno en fruto, siendo
el mejor tratamiento el que incluyd nanoparticulas de cobre. Los resultados
positivos mostrados en las plantas de tomate se pueden atribuir a un estrés

oxidativo.
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METODOLOGIA

Etapas y localizacion

El presente trabajo se llevo a cabo en dos fases la primera en un invernadero que
se localiza en las coordenadas 25°21'21.50 latitud Norte y 101° 2'10.82 longitud
Oeste, a una altitud de 1763 msnm, ubicado en el Departamento de Horticultura

de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Buenavista Saltillo, Coahuila.
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La segunda fase se llevd a cabo en el laboratorio de Fisiologia Vegetal
perteneciente al Departamento de Horticultura de la Universidad Autonoma

Agraria Antonio Narro en Saltillo, Coahuila, México.

Desarrollo experimental

La siembra de las plantas de tomate se llevaron a cabo en un invernadero tipo
multitunel con orientacion Sur-Norte, cuenta con dimensiones de 30 m de largo y
15 de ancho con cubierta plastica de polietileno, ventilacion lateral y cenital
manual, cuenta con una cubierta de suelo color blanco, y el rango de temperatura
oscila entre los 37°C en el dia y en la noche alcanza hasta los 15°C, con una
humedad relativa entre 50-70%.Se utilizaron charolas de polietileno de 200
cavidades las cuales se desinfectaron con una solucion clorada para eliminar
cualquier tipo de residuos. La preparacion de sustrato para la siembra en charola
fue de peat moss y perlita (50:50 v/v) el cual se mezcl6 de manera uniforme y se
le agrego agua para mantener la humedad y asi de esta manera se pudo facilitar

el llenado de la charola.

La siembra se llevé a cabo con semillas de tomate (Solanum lycopersicum) tipo
saladette, de crecimiento indeterminado hibrido Huno F1 (Harris Moran). Los
riegos se aplicaron todos los dias con solucién nutritiva (Steiner, 1961) al 25% de
concentracion de manera uniforme en toda la charola hasta que se alcanzo6 la

etapa de plantula (30 dias) para su posterior trasplante.

La preparacion del sustrato para el trasplante se realizé en bolsas de color negro

(40 x 40) de 12 L. Se us6 una mezcla de peat moss y perlita (50:50, v/v) con una
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humedad uniforme. Las nanaoparticulas utilizadas en el estudio fueron de 25 nm
marca SKySpring nanomaterials inc. Por su parte, los hidrogeles de quitosan
usados fueron de la marca Marine Chemicals (PM=200,000). Los tratamientos se
aplicaron al sustrato de la siguiente manera: Tratamiento 1 (T1): se distribuyo 1
gramo de hidrogeles de quitosan + NPs de Cu (10mg) en la parte baja, media y
alta de la maceta; Tratamiento 2 (T2): 1 gramo de hidrogeles de quitosan en la

parte baja, media y alta de cada maceta; y Tratamiento 3 (T3): testigo absoluto.

El trasplante se realiz6 cuando las plantulas tenian 4 hojas verdaderas. Se colocé
un sistema de riego dirigido, se uso un timer marca TAYLOR modelo 5806 para
la aplicacion de cuatro riegos por dia con solucion nutritiva Steiner (Steiner, 1961)
con cloruro de sodio a una concentracion de 100mM. Los microelementos se
aplicaron en forma de quelatos. La concentracion de la solucion Steiner se ajusto
de acuerdo con la etapa fenoldgica del cultivo: 25% durante dos semanas a partir
del trasplante, 50% las semanas 3y 4, 75% las semanas 5y 6, y 100% a partir
de la semana 7, con 5.8 kg de cloruro de sodio en la solucion nutritiva durante

todo el ciclo.

Durante el desarrollo del cultivo se realizaron labores culturales como el tutorado
que se llevo a cabo cuando la planta alcanzo una altura aproximadamente de 30
cm y se utilizo rafia de propileno la cual se sujeté a 2 metros de altura sobre los
tensores de alambre del invernadero, el tutorado a un tallo procurando el

crecimiento en longitud de cada una de las plantas.

La poda de brotes, imprescindible para las variedades de crecimiento
indeterminado se realizé cada tres dias, eliminando las yemas axilares.
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De igual manera, la poda de hojas se realiz6 cada siete dias eliminando las hojas
inferiores senescentes por debajo del ultimo racimo, esto con el fin de facilitar la

aireacion y mejorar el color de los frutos.

Variables evaluadas

Variables agrondmicas

Las variables de crecimiento se evaluaron 75 dias después del trasplante
(didmetro del tallo en cada planta, la altura de la planta, nimero de hojas por
planta, nimero de racimos y numero de frutos amarrados), y la acumulacién de
biomasa (peso fresco y seco aéreo y radicular) y rendimiento se midieron 175
ddt. El diametro del tallo se midi6 entre la tercera y cuarta hoja de la parte basal
de la planta, con un vernier marca KD-TOOLS modelo KDT3756. La altura con
una cinta métrica marca Stanley modelo 30-615. Se realiz6 el conteo manual del

namero de hojas, racimos desarrollados y frutos amarrados.

El rendimiento se obtuvo cuando los frutos estuvieron en la etapa de maduracion,
se cosecho y se pesoO cada fruto por planta en una balanza analitica marca
PIONEER modelo PA1502, esto se realizé cuando los frutos estuvieran en estado

maduro.

Los datos de peso fresco de la planta se obtuvieron al final del cultivo al disectar
y separar las hojas y el tallo, colocandolos en bolsas de papel marcadas y
pesando en una balanza analitica marca PIONEER modelo PA1502. Después de
su deshidratacion en un horno de secado marca Linderberg/blue modelo

G0O1350C-1 a 80°C por 72 horas se obtuvo la biomasa seca.
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La raiz se extrajo separando el sustrato de la maceta manualmente y se retir6 el
exceso de sustrato con agua, por ultimo, se peso en la balanza marca PIONEER
modelo PA1502. Para obtener el peso seco se colocaron las bolsas de papel y
se colocaron en una estufa de secado marca Linderberg/blue modelo GO1350C-
1 por 72 horas aproximadamente, con temperatura de 80 °C, por ultimo, se

pesaron en la balanza.

Calidad del fruto

La acidez titulable (% de &cido citrico) se calculé tomando 10 ml de pulpa de cada
fruto, a la cual se afiadieron 2 gotas de fenolftaleina (1%) y se titul6 con NaOH

0.1 N (AOAC, 1990).

Los solidos solubles totales (°Brix) se determinaron con un refractometro manual
de 0 a 32% Atago modelo ATCL1E, asi como el pH con un potenciometro HI 98130

de Hanna Instruments.

El contenido de Vitamina C se determiné por el método de titulacion con 2,6
diclorofenolindofenol. Se pesaron 10 g de fruto fresco y se maceraron en un
mortero con 10 mL de HCI al 2%, después se filtré6 a través de una gasa
absorbente estéril sobre un matraz de aforacion de 100 mL. Se tomé una alicuota
de 10 ml y se titul6 con 2,6 diclorofenolindofenol hasta obtener una coloracion

rosacea persistente. Los resultados se expresaron en mg/100 g de peso fresco.

Para obtener la cantidad de licopeno en fruto, se tomaron muestras de frutos que
presentaran caracteristicas similares como tiempo de maduracién, tamafo, color,

etc., y se cuantifico por medio de una técnica de espectrofotometria (Fish et al.,
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2002). A 3 g de pericarpio del fruto fresco se agregan 3 mL de solucion buffer de
fosfatos (pH 7) y se muelen en un mortero, posteriormente se tomaron 2 mL de
la muestra y 4 mL de la mezcla hexano:acetona (3:2) centrifugando durante 10
min a 3000 rpm. Por ultimo, se determina la absorbancia a 503 nm del
sobrenadante resultante que corresponde a los mg/100 g de peso fresco ug g-1

de licopeno.
Pigmentos de la hoja

Determinacion de contenido de clorofila y carotenoides. Las hojas de tomate de
cada tratamiento se criogenizaron con nitrdgeno liquido, después se tomo6 0.1 g
y se adicion6 1 mL de acetona al 100%, enseguida se centrifugd a 3024 g por 5
min. Se tomé 0.05 mL del sobrenadante y se le agregdé 0.95 mL de acetona al
80% (buffer de fosfato de sodio 2.5 mM pH 7.8), como blanco se utiliz6 acetona
al 80%, posteriormente se estimo los contenidos de clorofila (Porra, 2002) y
carotenoides totales (Wellburn, 1994) espectrofotométricamente y se expresaron

en mg g* de peso fresco.
Actividad enzimatica

La cuantificacién de la actividad enzimatica se llevd a cabo en tejido fresco de
hojas y frutos colectados a los 60 dias después del trasplante (ddt). Las muestras
se congelaron a -20°C y posteriormente se liofilizaron. Se tomaron 200 mg de
tejido liofilizado, se molieron en un mortero y se colocaron en un tubo para
microcentrifuga agregando 20 mg de polivinil pirrolidona, 1.5 ml de buffer de

fosfatos pH 7-7.2 (0.1 M). El extracto obtenido se centrifug6é a 12000 rpm por 10
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minutos a 4°C en una microcentrifuga (Labnet Int. Inc., Modelo PrismTM R), el
sobrenadante fue recolectado y filtrado con una membrana de nylon (Ramos et
al., 2010), finalmente se diluyd en una proporcion 1:20 con buffer de fosfatos para

el andlisis de acuerdo a las siguientes metodologias.

Medicion de actividad enzimatica catalasa (CAT): Se midié de acuerdo a Beersy
Sizer (1952). Se prepar6 un blanco para cada muestra: 930 uL de buffer de
fosfatos y 70 pL del extracto. Después se tomaron 70 pL del extracto y se le
agrego 920 pL de buffer de fosfatos, se afiadio 10 pL de H202 (2 M) para iniciar
la reaccion. Se anot6 la absorbancia inicial, después cada 20 segundos durante
3 minutos. La descomposicion del H202 fue seguido por la disminucion de la
absorbancia a 270 nm en un espectrofotdémetro UV-Vis. Se prepard una curva de
calibracion con H202 (20-100 mM) y los resultados fueron expresados en mM de

H202 min! por proteinas totales (mg g?).

Glutation peroxidasa (GPX): se utilizd el método modificado por Floe and Gunze
(1984) usando H202 como sustrato. Se tomaron 0.2 ml de extracto enzimatico y
se afadieron 0.4 ml de glutatién reducido (0.1 M) y 0.2 ml de Na2HPO4 (0.067
M), esta mezcla se pre-calentd en bafio de agua a 25 °C por 5 minutos,
posteriormente se le agregaron 0.2 ml de H202 (1.3 mM) para iniciar la reaccion
catalitica. Se dejé reaccionar por 10 min y se detuvo mediante la adicion de 1 ml
de &cido tricoloro acético al 1%, posteriormente esta mezcla se puso en bafo de
hielo por 30 min. Enseguida se centrifugd a 3000 rpm por 10 min. Finalmente
0.48 ml del sobrenadante se colocaron en celdilla y se le agregaron 2.2 ml de

Na2HPO4 (0.32 M) y 0.32 ml (1 mM) del colorante 5,5 ditio-bis-2 acido nitro
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benzoico (DTNB Sigma), posteriormente se lee la mezcla en un

espectrofotometro UV-Vis a 412 nm (Xue et al., 2001).

Glutation: se realizé colorimétricamente mediante la reaccion con 5,5 ditio-bis-2
acido nitrobenzoico. En un tubo de ensayo se tomaron 0.48 ml del extracto
enzimatico y se le agregaron 2.2 ml de Na2HPO4 (0.32 M) mas 0.32 ml del
colorante DTNB (1 mM). Se mezclé perfectamente y se leydo en un
espectrofotometro UV-Vis a 412 nm (Xue et al., 2001) la absorbancia obtenida se
interpolé en la curva de calibracién previamente estandarizada con glutation

reducido.

Ascorbato peroxidasa (APX): la cuantificacion de la actividad de la ascorbato
peroxidasa se llevd a cabo de acuerdo a lo establecido por Nakano y Asada
(1981). Se prepard un blanco: 700 pL de buffer de fosfatos, 100 uL de EDTA
(ImM), 100 pL de Ascorbato (5 mM) y 100 puL de H202 (1 mM). Posteriormente
se tomaron 100 pL del extracto y se le agregaron 600 pL de buffer de fosfatos
mas 100 pL de EDTA (1mM), 100 uL de Ascorbato (5 mM) y 100 pL de H20:2 (1
mM) para iniciar la reaccion. Se anoto la absorbancia inicial y la final después de
1 minuto. La oxidacién del ascorbato fue seguido por la disminucién de la
absorbancia a 266 nm en un espectrofotometro UV-Vis. Los resultados fueron

expresados en pmol de ascorbato min-! por proteinas totales (mg g).

El contenido de fenoles totales se determiné de acuerdo a la metodologia de
Singleton y Rossi (1965) con algunas modificaciones. Se pesaron 250 mg de hoja
criogenizada con nitrogeno liquido y se agreg6 1 mL de metanol al 80%, después
se sometio a centrifugar a 10 000 rpm durante 15 min. Se recupero el
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sobrenadante y con el pellet se repiti6 el mismo procedimiento con metanol
concentrado. El sobrenadante se ajustd a 2 mL con metanol concentrado y se
pusieron en oscuridad. Posteriormente, se tomaron 200 pL del extracto mas 1.5
mL de agua destilada, después se agregaron 100 uL de reactivo Folin-Ciocalteu,
enseguida se afiadio 200 pL NaCOs al 20% y se dejo reposar durante 30 min. La
absorbancia se ley6 a 765 nm en un espectrofotdmetro UV-VIS. Se prepar6é una
curva de calibracion con éacido galico (0.02-0.4 mg/mL) y los resultados se

expresaron en mg de acido galico por g de peso fresco.
Disefio experimental

Se uso6 un disefio completamente al azar, para variables agronémicas se tomaron
16 repeticiones por tratamiento, y para el resto de las variables se consideraron
5 repeticiones por tratamiento. Se realiz6 un ANOVA y una prueba de

comparacion de medias LSD (p<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Variables agronémicas

Los resultados de la evaluacion para variables agrondmicas en plantas de tomate
bajo condiciones de estrés salino son presentados en la Tabla 1. Se observaron
diferencias estadisticas (LSD, p<0.05) en el rendimiento y altura de las plantas,
sin embargo, en las variables nimero de hojas, nimero de racimos, niumero de
frutos, peso fresco de la parte aérea, peso fresco de la raiz, peso seco de la parte
aérea, peso seco de la raiz, altura y diametro de tallo no se presentaron

diferencias (Figura 1 y Tabla 1). En cuanto a rendimiento el tratamiento con
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nanoparticulas de cobre en hidrogeles de quitosan-PVA presentd un incremento
significativo con respecto al testigo (9%). Estos resultados coinciden con Wang
et al. (2012), quienes determinaron que las nanoparticulas de 6xido de cerio
(CeO2) a diferentes concentraciones (0.1 a 10 mg/L) tuvieron efectos positivos
sobre el rendimiento de tomate. En una investigacion realizada por Magan et al.
(2008), en la que se estudiaron el efecto de la salinidad sobre el rendimiento y la
calidad del tomate bajo invernadero, reportaron un aumento de la pudricién de
las flores en los tratamientos con salinidad lo que contribuy6 a una reduccion en
el rendimiento. Por otra parte Gossett et al. (1994), evaluaron el efecto de NacCl
en diferentes variedades de algodon, para determinar el nivel de tolerancia a la
sal y se determind que las variedades con mas tolerancia fueron aquellas que
presentaron una mayor actividad de las enzimas catalasa, peroxidasa, glutation
reductasa, los datos indican que la proteccion contra el dafio oxidativo esta dada
por niveles mas altos de antioxidantes sugiriendo que puede estar implicado en
el desarrollo de la tolerancia a sal en el algodén. La respuesta positiva en cuanto
al rendimiento en el presente trabajo es similar a lo reportado por Juéarez-
Maldonado et al. (2015), esto se asocia a una mayor capacidad antioxidante lo
gue genera tolerancia al estrés salino y aumenta el rendimiento. El tratamiento a
base a quitosan no fue superior al testigo, mostré resultados diferentes a lo
reportado por Bautista et al. (2006), quienes concluyen que el quitosan aumento

el rendimiento del cultivo de tomate cosechado.
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Figura 1. Efecto de nanoparticulas de cobre (nCu)+ quitosan (Cs) en la variable
rendimiento en plantas de tomate bajo estrés salino (NaCl).Trat:nCuNacCl:
nanoparticulas de cobre en hidrogeles de quitosan + NaCl. CsNaCl: hidrogel de

quitosan sin nanoparticulas de cobre + NaCl. ToNaCl: 100 mM de NaCl.

Para la variable de altura el mejor tratamiento fue el de quitosan el cual fue
superior al testigo por un 2.3%, al igual que Saharan et al. (2015), que reportaron
un efecto promotor en la longitud de las plantas de tomate al exponerlas a la

combinacion de nanoparticulas de cobre-quitosan a una concentracion de 0.12%.

Tabla 1. Variables agronémicas del cultivo de tomate aplicando nanoparticulas de Cobre (nCu) +

quitosén (Cs) bajo condiciones de estrés salino (NaCl).

Tratamiento nCuNacCl CsNacCl TONaCl
PFA (g) 1156.64 A 1148.06 A 1086.69 A
PFR (g) 128.11 A 131.21 A 110.99 A
PSA (9) 164.81 A 156.34 A 153.01 A
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PSR (g) 17.61 A 16.62 A 18.21 A

Altura(cm) 143.88 B 150.94 A 147.56 AB
DT (mm) 12.52 A 12.67 A 12.49 A
Hojas 23.06 A 23.19 A 2281 A
Racimos 2281 A 5.75A 5.88 A
Frutos 255A 24.56 A 25.19 A

Trat:; tratamientos. nCuNaCl: nanoparticulas de cobre en hidrogeles de quitosan + NaCl. CsNacCl:
hidrogel de quitosan sin nanoparticulas de cobre +NaCl. TO: testigo sin aplicacion de hidrogeles
ni nanoparticulas de cobre con NaCl. REN: rendimiento. PFA: peso fresco de la parte aérea. PFR;:
peso fresco de la raiz. PSA: peso seco de la parte aérea. PSR: peso seco de la raiz. DT: diametro
de tallo. NH: nimero de hojas. NR: nimero de racimos.NF: nimero de frutos.NH: nidmero de
hojas. Letras diferentes por fila indican diferencias significativas (LSD Fisher, p<0.05).

Por otra parte el tratamiento menos eficiente fue el de nanoparticulas de cobre
en hidrogeles de quitosan, al contrario de Jo et al. (2015), que evaluaron
nanoparticulas pero de plata en plantulas de arroz a una concentracion de 150
pg/ml, llegando a la conclusién que aumentan significativamente la altura de este
cultivo en relacion con el Testigo, de igual manera, Hanif et al. (2015), reportaron
que la aplicacion de nanoparticulas de TiOz incremento la altura de la lechuga a
una concentracion de 100 mg/kg. Juarez-Maldonado et al. (2015), reportaron el
efecto de las nanoparticulas de cobre absorbidas en hidrogeles de quitosan a
una concentracion de 0.06 g/L en lechuga y observaron que no hubo diferencias
estadisticas en cuanto a la altura de las plantas en relacién con el testigo,

resultados semejantes a esta investigacion.

Finalmente, aunque se utilizé quitosan y nanoparticulas de cobre los resultados

en esta variable fueron poco significativos, probablemente por el efecto de la sal
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en los tratamientos, como lo menciona Romero-Aranda et al. (2001), donde se
demostré que la altura de las plantas de tomate disminuye con el incremento de

la salinidad.

Variables de pigmentos de las hojas

Para las variables de pigmentos de la hoja de plantas de tomate sometidas a
estrés salino, los resultados se presentan en la Tabla 2. Se observé que el
tratamiento de solo quitosan fue superior al testigo en un 15% en clorofila a, en
clorofila b 22%, en clorofila total 16% y en carotenoides en un 16%, mientras que
para la relacion de clorofila a.b el mejor tratamiento fue el testigo. Se ha planteado
que una de las causas de la disminucion de la intensidad de la fotosintesis bajo
estrés salino, lo constituye la disminucion de la concentracion de pigmentos en
las hojas de las plantas. En un experimento en el cultivo del arroz se sefialaron
afectaciones marcadas en la concentracidon de pigmentos por efecto de la
salinidad y atribuyeron tales afectaciones a la destruccién de la estructura de las
membranas de los cloroplastos donde se localiza la clorofila (Gonzéalez et al.,
1999). Los resultados positivos para el tratamiento con quitosan coinciden con lo
reportado por Limpanavech et al., (2008), quienes concluyen que el cloroplasto
es uno de los sitios mas importantes para la accién del quitosan y de esta manera
se promovio el crecimiento y la produccion floral de orquideas. Por otro lado,
Pavani et al., (2015) evaluaron el efecto de las nanoparticulas de 6xido de
gammaférrico sobre tomate (Solanum lycopersicum L.) como resultado

observaron cambios en los contenidos de clorofila a, clorofila b, y carotenos
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totales, asi como un aumento el rendimiento del cultivo y una menor clorosis a

una concentracion de 0.5M.

Tabla 2. Variables de pigmentos de la hoja del cultivo de tomate aplicando nanoparticulas de

Cobre (nCu) + quitosan (Cs) bajo condiciones de estrés salino:

TRAT Chla Chlb Chl total Carotenoides Chl a/Chl b
mg g mg g* mg g mg g mg g*
nCuNaCl 206.47B 67.3B 273.77B 38.17B 3.05 AB
CsNaCl 273.98A 93.01A 366.99A 51.81 A 2.94B
TONaCl 237.76 AB 76.03B 313.79 AB 44.48 B 3.12A

Trat: tratamientos. nCuNaCl: nanoparticulas de cobre en hidrogeles de quitosan + NaCl. CsNacCl:
hidrogel de quitosan sin nanoparticulas de cobre + NaCl. TO: testigo sin aplicacion de hidrogeles
ni nanoparticulas con NaCl, Chla: clorofila a. Chlb: clorofila b. Chltotal: clorofila total. Letras
diferentes por columna indican diferencias significativas (LSD Fisher, p<0.05).

Variables de calidad del fruto

Los resultados de la evaluacion de las variables de calidad del fruto de tomate se
presentan en la Tabla 3 y Figura 2. Se observaron diferencias en las variables
pH y contenido de vitamina C caso contrario a SST (°Brix), acidez titulable y
licopeno donde no se observaron diferencias estadisticas. El tratamiento con NPs
de Cu en hidrogel de quitosan bajo condiciones de estrés salino incremento un
33% el contenido de vitamina C en comparacion con el testigo, mientras que el

quitosan presentd un 42% mas que el testigo (Figura 2). La respuesta en el
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presente trabajo es similar a lo reportado por Juarez-Maldonado et al. (2015),
quienes concluyeron que la aplicacion de nanoparticulas de cobre resulta en una
mayor generacion de antioxidantes, asi la planta tendra mayor capacidad de
tolerar algun tipo de estrés ya sea biotico y/o abidtico. Uhram et al, (2013),
aplicaron al cultivo de tomate nanoparticulas de 6xido de titanio (nano-TiO2) en
forma de aerosol, lo cual dio como resultado una mayor actividad antioxidante en
frutos a una concentracion de 5000 mg/kg. Los resultados positivos en el
incremento de la vitamina C con el tratamiento a base de quitosan concuerdan
Deepmala y Hemantaranjan (2015) quienes concluyen que el quitosan debido a
su biocompatibilidad y biodegradabilidad puede ser aplicado en la agricultura,
indicando que reduce el efecto perjudicial de las plantas en estrés, afecta las
respuestas fisioldgicas e incrementa los mecanismos de defensa en las plantas

como los antioxidantes.

Para la variable de pH los mejores tratamientos fueron los de quitosan y
nanoparticulas de cobre en hidrogeles de quitosan los cuales fueron superiores
al Testigo en un 2.3 y 1% respectivamente, al igual que Juarez-Maldonado et al.
(2015), quienes concluyeron que los tratamientos de nanoparticulas de cobre
absorbidas en hidrogeles de quitosan y el quitosan fueron superior al Testigo, sin
embargo en dicha investigacién el mejor tratamiento fue el de nanoparticulas de

cobre en quitosan.
Tabla 3. Variables relacionadas a la calidad de fruto de tomate tratado con nanoparticulas de

cobre + quitosan bajo estrés salino. Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticas
segun LSD Fisher, p<0.05
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TRAT pH °Brix  Ac.Titulable Licopeno

(%) (Ho/g)
nCuNaCl 4.04 AB 9.16 A 0.68 A 0.04 A
CsNaCl 409A 9.08A 0.68 A 0.03 A
TONaCl 4B 8.80 A 0.64 A 0.03 A

Trat; tratamientos. nCuNaCl: nanoparticulas de cobre en hidrogeles de quitosan + NaCl. CsNacCl:
hidrogel de quitosan sin nanoparticulas + NaCl. TO: testigo sin aplicacion de hidrogeles ni
nanoparticulas de cobre con NaCl. Letras diferentes por columna indican diferencias significativas
(LSD Fisher, p< 0.05).

Por otra parte, Yurtseven et al. (2005), menciona que en tratamientos salinos el
pH disminuye un 12% en tomate H2274-Oturak en concentraciones que van
desde 0.25 a 10 dS/m, contrario a esta investigacion donde el pH se vio
incrementado en los tratamientos de nanoparticulas de cobre en quitosan y

quitosan bajo condiciones de estrés salino.
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Figura 2. Efecto de quitosan (Cs) y nanopatrticulas de cobre (nCu) en la vitamina C de
fruto de tomate bajo condiciones de estrés salino (NaCl). Trat: nCuNaCl:
nanoparticulas de cobre en hidrogeles de quitosan + NaCl. CsNaCl: hidrogel de
guitosan sin nanoparticulas de cobre + NaCl. ToNaCl: testigo sin aplicacion de

hidrogeles ni nanoparticulas de cobre con NacCl.
Variables de compuestos antioxidantes

Respecto al contenido de compuestos antioxidantes en las hojas y frutos de las
plantas de tomate los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4, se
observaron diferencias en catalasa de fruto y glutation de fruto y hoja. En la
actividad del glutation en hoja se mostraron diferencias estadisticas entre los
tratamientos, siendo el tratamiento a base de quitosan superior al testigo en un
51% vy el tratamiento de hidrogel de quitosan con nCu fue superior al testigo en
un 26%. Esto concuerda con lo reportado en una investigacion realizada por
Faisal et al. (2013), en la cual se examinaron NPs de NiO en un intervalo de

concentracion de 0.025-2.0 mg/ml para la induccion de estrés oxidativo en las
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raices de plantulas de tomate, como un modelo in vivo para la evaluacion de
nanotoxicidad en las plantas. En comparacion con el testigo la actividad del
glutation fue 2.6 veces mayor. Trujillo-Reyes et al. (2014), observaron una
disminucién de la actividad de ascorbato peroxidasa en las hojas de lechuga al
aplicar 20 mg/L de nanoparticulas de cobre y Nhan et al. (2014), reportaron un
aumento en la actividad de superoxido dismutasa en algodén al aplicar 10 y 500
mg/L de NPs de SiO2, esto pudo deberse a la alta concentracion de NPs usada

en los estudios mencionados en comparacion con la del presente estudio.

En la actividad de catalasa medida en el fruto de tomate se presentaron
diferencias estadisticas entre los tratamientos (LSD, p<0.05). En dicha variable
el testigo presentd mayor actividad de la catalasa, esto es diferente a lo reportado
por Trujillo-Reyes et al. (2014), ya que ellos mencionan que al aplicar 10 mg/L de
nanoparticulas de cobre se incremento la actividad de catalasa, pero disminuyé
la actividad de ascorbato peroxidasa en la raiz. De igual manera Mukherjee et al.
(2014), llevaron a cabo un estudio con NPs de Fe-ZnO en plantas de chicharo
(Pisum sativum L.) informaron que las concentraciones de 250 y 500 mg/L de

NPs causaron un aumento en la actividad de la catalasa.

Por otro parte el contenido de fenoles en la hoja se vio incrementado en los
tratamientos de quitosan y nanoparticulas de cobre en hidrogeles de quitosan en
relacion con el testigo, en un 54 y 15% respectivamente. Michalak (2006),
menciono que los fenoles son antioxidantes que desencadenan una serie de
metabolitos secundarios sintetizados a traves de la ruta del acido siquimico o por

la via del acido malonico ejerciendo funciones de sefalizacion celular en
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condiciones de estrés abiotico. De esta manera el quitosan y las nanoparticulas
de Cu son inductoras fenoles en las plantas, activando su mecanismo de defensa

contras estrés biotico y abidtico.

Tabla 4. Contenido de compuestos antioxidantes en hojas y frutos de tomate tratado con
hidrogeles de quitosan-nCu bajo condiciones de estrés salino

Organo Tratamiento nCuNacCl CsNacCl TO

APX 155.46 A 14552 A 181.54 A

CAT 24.35 B 25.48 B 59.3 A

FRUTO GPX 4.14 A 3.97 A 4.68 A
GLUTATION 60.2 B 56.56 B 98.36 A
APX 101.3 A 113.5A 107.39 A

CAT 8.31A 11.26 A 11.99 A

HOJA GPX 291 A 29A 254 A
GLUTATION 56.12 B 67.2 A 44.26 C

FENOLES 3.18 A 4.27 A 2.77T A

Trat: tratamientos. nCuNacCl: nanoparticulas de cobre en hidrogeles de quitosan + NaCl. CsNaCl:
hidrogel de quitosan sin nanoparticulas de cobre + NaCl. TO: testigo sin aplicacion de hidrogeles
ni nanoparticulas de cobre con NaCl. APX: ascorbato peroxidasa. CAT: catalasa. GPX: glutation
peroxidasa. Letras diferentes por fila indican diferencias significativas (LSD Fisher, p<0.05).

CONCLUSIONES
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La aplicacion de nanoparticulas de cobre en hidrogeles de quitosan mas 100 mM
de NaCl presentd mayor rendimiento de frutos por planta, con un incremento del
9% en relacion con el testigo (100 mM NaCl). Mientras que la altura de la planta

se incrementd con la aplicacion de quitosan.

Los resultados mostraron un incremento en la produccion de vitamina C y pH con
la aplicaciéon tanto de quitosan como de nanoparticulas de cobre en hidrogeles

de quitosan.

La aplicacién de quitosan incremento el contenido de clorofilas, tanto la clorofila

a, b, total y carotenoides.

En cuanto a la generacion de compuestos antioxidantes en la hoja y fruto, los
resultados mostraron que la aplicacion de quitosan y nanoparticulas de cobre

incrementaron la cantidad de Glutation y fenoles.

Se demostré que la aplicacion de nanoparticulas de cobre + hidrogeles de
quitosan tiene efecto positivo en la tolerancia al estrés salino por plantas de

tomate.
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