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RESUMEN
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Se prevé que en los proximos afios la poblacion mundial sera casi el doble de la
actual, por lo que el poder cubrir la demanda de alimentos tanto en cantidad como
en calidad sera un reto aun mas grande para los sistemas de produccion agricola
sin mencionar las graves repercusiones ambientales que esto implicara. El injerto
es una técnica utilizada en hortalizas que permite a la planta ser mas eficiente en
el aprovechamiento de agua y nutrientes mostrando un mejor crecimiento del
cultivo ademas de mejorar la calidad de los frutos, por otra parte el desarrollo de
materiales a escala nano ofrecen la posibilidad de utilizar insumos en cantidades
muy inferiores a los manejados en sistemas convencionales pero cuyo efecto es
similar o superior a los productos comerciales, por tal motivo se evaluo el efecto
del injerto y la aplicacion de nanoparticulas de cobre absorbidas en hidrogeles
de quitosan-polivinil alcohol (Cs-PVA-nCu) sobre el crecimiento y desarrollo de la
planta ademas de la calidad de los frutos de sandia variedad jubilee. El disefio
fue completamente al azar con arreglo factorial (2X3); factor 1: con y sin injerto,
factor 2: aplicacion de Cs-PVA-nCu, hidrogel de Cs-PVA solo y cero aplicacion,
las variables evaluadas fueron parametros agrondémicos, micromorfologia,
calidad comercial, contenido mineral y calidad nutracéutica. Los resultados
mostraron que el injerto modifica aspectos micromorfolégicos que parecen
repercutir en el desarrollo de la planta de manera favorable ademas de mejorar
la calidad comercial, contenido mineral, proteinas totales y la concentracién de
licopeno. También se encontré que el empleo de Cs-PVA-nCu aumenta el area
estomatica, longitud de guia y longitud de raiz en un 7%, 8% y 14%
respectivamente. El injerto con aplicaciones de Cs-PVA-nCu tuvieron los mejores
resultados en longitud de guia, diametro de tallo, longitud de raiz, area foliar
especifica asi como en la asimilacibn de minerales como el potasio, calcio,
magnesio y zinc, de tal modo creemos que el injerto y la aplicacion de nano cobre
pueden ser una alternativa de produccion de sandia variedad jubiee que
responde a las necesidades del consumidor y al mismo tiempo es amigable con
el medio ambiente.

Palabras Clave: injerto, nanoparticulas, desarrollo, quitosan, PVA, nutracéutica.
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The world population is expected to be nearly twice as high as in the coming
years, so meeting the demand for food in both quantity and quality will be an even
greater challenge for agricultural production systems, not to mention the serious
ones Environmental repercussions that this will entail. The grafting is a technique
used in vegetables that allows the plant to be more efficient in the use of water
and nutrients showing a better growth of the crop besides improving the quality of
the fruits, on the other hand the development of materials at nanoscale offer the
Possibility of using inputs in quantities much lower than those handled in
conventional systems but whose effect is similar or superior to commercial
products, for that reason the effect of grafting and the application of absorbed
copper nanoparticles in chitosan-polyvinyl alcohol hydrogels (Cs-PVA-nCu) on
the growth and development of the plant in addition to the quality of jubilee variety
watermelon fruits. The design was completely randomized with factorial
arrangement (2X3); Factor 1: with and without grafting, factor 2: application of Cs-
PVA-nCu, Cs-PVA hydrogel alone and zero application, the variables evaluated
were agronomic parameters, micromorphology, commercial quality, mineral
content and nutraceutical quality. The results showed that the graft modifies
micromorphological aspects that seem to affect the development of the plantin a
favorable way besides improving the commercial quality, mineral content, total
proteins and the concentration of lycopene. It was also found that the use of Cs-
PVA-nCu increases the stomatal area, guiding length and root length by 7%, 8%
and 14% respectively. The grafting with Cs-PVA-nCu applications had the best
results in guide length, stem diameter, root length, specific leaf area as well as in
the assimilation of minerals such as potassium, calcium, magnesium and zinc, in
such a way We believe that the grafting and the application of nano copper can
be an alternative of production of jubiee variety watermelon that responds to the

needs of the consumer and at the same time is friendly with the environment.

Key words: grafting, nanoparticles, development, chitosan, PVA, nutraceutical.
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INTRODUCCION

La agricultura moderna requiere de alternativas productivas que mejoren el
desarrollo de los cultivos y no afecten al medio ambiente ya que los recursos
como agua Yy suelo son cada vez mas escasos Y la poblacién sigue en aumento;
la ONU (2015) estima una poblacién mundial para el 2050 cercana a los 10,000
millones de seres humanos, por otra parte los consumidores demandan mejores
productos que brinden beneficios a su salud a través de su ingesta, es por ello
que investigar alternativas que mejoren la produccién agricola disminuyendo el
impacto ambiental y al mismo tiempo que incrementen la calidad nutracéutica de
los alimentos se vuelve un tema crucial. Los alimentos de origen vegetal como
frutas y hortalizas son productos de gran interés, ya que ademas de proveer de
macro y micronutrientes al consumidor contienen sustancias que benefician a
quien los consumen, un ejemplo claro es el fruto sandia que se destaca por
contener compuestos con actividad antioxidante que estan estrechamente
relacionados con la prevencion de enfermedades crénicas degenerativas
(Martinez et al., 2008), sin embargo el proceso de produccion agricola en
ocasiones se ve afectado por la influencia de plagas y enfermedades que orillan
a los productores a emplear agroquimicos y pesticidas en forma irracional
afectando el ambiente y la salud humana, (Ruiz et al., 2011), actualmente se
estudian técnicas como el injerto en hortalizas que permite al cultivo desarrollarse
adecuadamente y disminuir el uso de agroguimicos (Gonzalez et al., 2008), otra
ventaja de las plantas injertadas es que toleran condiciones ambientales
estresantes como salinidad y temperaturas elevadas (Khah et al., 2006), ademas
se ha encontrado que el efecto del injerto en algunas especies incrementa la
acumulacion de compuestos con actividad antioxidante (He et al., 2009). Otro
esfuerzo que busca disminuir la utilizacion de agroquimicos a escalas tan
elevadas y de esta manera evitar su efecto perjudicial a la naturaleza es el uso
de materiales nanométricos (Ghormade et al., 2011), ya que estos materiales
presentan cualidades distintas a las conocidas en su escala convencional como

son una alta conductividad, reactividad quimica, buena relacion superficie-



volumen y propiedades opticas unicas (Nel et al. 2006; Niemeyer and Doz, 2001)
lo que los hace muy Uutiles en la proteccién y nutricion de cultivos (Oskam, 2006).
Estas caracteristicas tan particulares de los nanomateriales han resuelto muchos
problemas en distintos campos de la ciencia e industria (Scott and Chen, 2003),
sin embargo en la agricultura su utilizacién es reciente pero va en aumento
(Prasad et al., 2014). Las plantas utilizan elementos metalicos como el Cu que
actian como activadores de enzimas o cofactores en proteinas (Epstein and
Bloom, 2005) pero su efecto puede ser perjudicial si se concentra en altas
cantidades en las zonas de absorcion como raicesy tallos, este efecto perjudicial
se lleva a cabo mediante reacciones oxidativas en membranas y proteinas
(Pastori and Foyer, 2002) con ello afectando el crecimiento y rendimiento en los
cultivos. La mayoria de las nanoparticulas causa toxicidad a concentraciones
elevadas afectando la productividad de los cultivos (Rico et al., 2015) es por ello
que su utilizacion debe ser mesurada, las nanoparticulas de cobre si se utilizan
en cantidades adecuadas han mostrado tener efectos favorables sobre el
desarrollo de algunos cultivos (Da Costa and Sharma, 2016) se cree que utilizar
nanoparticulas de cobre estimula los mecanismos antioxidantes (Fu et al., 2014)
lo que podria incrementar de manera sustancial la calidad nutracéutica del fruto
de sandia, una forma adecuada para su liberacion controlada es mediante el
encapsulamiento en quitosan técnica que en afios recientes ha sido desarrollada
y representa una buena herramienta ecolégica en la produccién de plantas
(Vincekovic et al., 2016).

Objetivo general
Determinar el efecto de las nanoparticulas de cobre absorbidas en hidrogeles
de quitosan-PVA en el desarrollo y calidad nutracéutica de los frutos de sandia
injertada.
Hipotesis

El desarrollo y la calidad nutracéutica de la sandia injertada pueden ser
modificados por la aplicacion de nanoparticulas de cobre absorbidas en
hidrogeles de Quitosan-PVA.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2990066/#b37-drp-08-501

REVISION DE LITERATURA

Importancia de la sandia

La sandia es una cucurbitdcea de gran importancia a nivel mundial junto con
otros cultivos (Bisognin, 2002), es una especie agricola oriunda del viejo mundo,
que se domestico en Africa y desde ahi se disperso por el Mediterraneo, Medio
Oriente e India. Ingres6 a México por el norte del pais aunque existe la posibilidad
de que haya sido introducida por los esclavos africanos que los espafioles
trajeron a este territorio (Uzcanga, et al. 2015), la sandia es un producto agricola
gue tiene gran interés para su consumo humano debido a que es rico en
componentes que tienen caracteristicas antioxidantes, tales como el licopeno,
acido ascorbico y enzimas antioxidantes, las cuales benefician la salud (Tlili, et
al. 2011) aunado a esto es importante mencionar que México es uno de los
principales productores de sandia junto con China, Turquia y los Estados Unidos,
la sandia es uno de los principales productos con los que nuestro pais
comercializa con el mundo (Huitron et al., 2009). También la FAOSTAT (2014)
reporta que nuestro pais es uno de los mayores productores de este fruto y que

en el aflo 2014 registro una produccion cercana al millon de toneladas.

Injerto en hortalizas

El injerto en hortalizas consiste en unir dos porciones de tejido viviente de dos
plantas distintas para que se desarrollen como una sola (Edelstein M., 2004) la
técnica tiene sus origenes en el continente asiatico para ser especificos nos
referimos a Japén donde se comenz6 a realizar desde 1920 (Lee, 1994) su
utilizacion en cucurbitaceas ha mostrado ser muy favorable, ya que permite la
instalacion del cultivo en areas o circunstancias desfavorables, ademas de que

incrementa la produccion y calidad de los frutos (Camacho, et al. 2011).

Injerto en cucurbitaceas
En cucurbitaceas existen un gran nimero de métodos para realizar el injerto, sin

embargo el método por aproximaciéon ha mostrado un buen porcentaje de



sobrevivencia pos-injerto ademas de estimular un adecuado desarrollo de las
plantas injertadas (Lee, et al. 2010), esto se debe a que tanto la variedad como
el patron a injertar conservan la parte radicular en los primeros dias posteriores
a la realizacion del injerto lo que permite que las plantas se encuentren menos
susceptibles a la deshidratacion ademas de no requerir condiciones climéticas

tan controladas en comparacion con otros métodos utilizados para injertar.

La nanotecnologia

La nanotecnologia constituye uno de los mayores avances en los tiempos
actuales, esta consiste en la produccion y uso de nuevos materiales a escalas en
las cuales muestran efectos y propiedades distintos a los normalmente
observados a escalas convencionales (Liu et al., 2000). Las nanoparticulas (NPs)
en particular han mostrado tener una especial resistencia, una mayor reactividad
quimica y mejor eficacia en campos como medicina, farmacéutica, electrénica y

recientemente en la agricultura Bhattacharyya y colaboradores (2010)

Nanotecnhologia y la Agricultura

Estudios recientes han mostrado el alto potencial de la nanotecnologia en
distintos campos, su aplicacion en la agricultura podria mejorar la produccién, la
calidad de los alimentos y al mismo tiempo incrementar la sustentabilidad de los
sistemas de produccion actuales (Fraceto, et al. 2016). Algunas de las proezas
de las que se habla con el uso de la nanotecnologia en la agricultura son:
incremento de la produccién de los sistemas convencionales, mejorar la calidad
del suelo y como promotores de crecimiento vegetativo. (The Royal Society,
2009, Sekhon, 2014, Khot, et al. 2012) esto gracias a que los compuestos
nanomeétricos permiten incrementar la capacidad en las plantas de asimilar agua
y nutrientes (Ma et al., 2010) tal particularidad se debe a que los compuestos
nanometricos actian de forma distinta a los compuestos iénicos ademas de ser

mas eficientes y seguros para el medio ambiente (He, et al. 2011).



Nanoparticulas de cobre

Las NPs, las cuales van de 1-100 nm de diametro son aglomeraciones de atomos
sobre atomos, las NPs de cobre que tienen un tamafo entre 5-25 nm aunque
este dependera de la temperatura y de la presion a la que se hayan sometido
durante su fabricacion (Mott, et al. 2007) se han estudiado de manera sistematica
el efecto de la aplicacion de las NPs en la promocién del crecimiento de semillas
de tomate en los que ha mostrado un buen desarrollo y rapido crecimiento
(Saharan et al., 2016).

Quitosan

El quitosan (Cs) es un polisacarido que se encuentra raramente en la naturaleza.
Se obtiene generalmente por desacetilacion extensiva de la quitina, un polimero
de la N-acetil-D-glucosamina B (1—4) enlazada, que esta presente en los
caparazones de crustaceos y moluscos, las paredes celulares de los hongos y la
cuticula de los insectos (Muzzarelli, 1993) utilizado ampliamente gracias a sus
propiedades de no toxicidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad (Patel y
Sinha, 2009) su uso en la agricultura es reciente pero a pesar de eso puede
considerarse abundante y creciente, se ha utilizado como estimulador de
crecimiento, inductor de mecanismos de defensa y en la liberacion controlada de
agroquimicos (Nge et al., 2006, Khan et al., 2003, Mc Cormick et al., 1982).

PVA

El alcohol polivinilico o polivinil alcohol, PVA, es un polimero hidrofilico, no téxico,
biocompatible, con buenas propiedades mecanicas y muy estable durante largos
periodos en diferentes condiciones de temperatura y pH (Gholap, Jog y Badiger,
2004). Ademas el PVA tiene la capacidad de formar hidrogeles (Hassan y
Peppas, 2000); los hidrogeles son estructuras tridimensionales con capacidad de
absorber agua pero no son solubles en ella (Peppas y Lustig 1985), a partir de
este polimero se pueden obtener algunos hidrogeles en combinacién con otros
materiales cuyas caracteristicas fisicas y quimicas dependeran del método

utilizado para su entrecruzamiento (Lozinsky, et al. 1992).



MATERIALES Y METODOS

Localizacion geografica

El trabajo se llevé acabo en condiciones de malla sombra del 25% de sombreo
localizada en el area de investigacién del Departamento de Horticultura de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, en Buenavista, Saltillo, Coahuila,
México, cuya ubicacion geografica se encuentra a 25°21'22.51" de latitud norte

y 101° 2'9.88" longitud oeste, con una altitud de 1760 msnm.

Material vegetativo

Se emplearon semillas de sandia variedad jubilee, el fruto de esta variedad es
grande y alargado posee pulpa suave de color rosado brillante y cascara con
franjas marcadas (Kwon, et al. 2010), como porta injerto se utilizaron plantulas
de un hibrido de calabaza (Cucurbita maxima x Cucurbita moschata), el cual es
muy conveniente como patrén en el injerto de cucurbitaceas debido a que
presenta gran afinidad con estas (Pulgar et al., 2000), promueve en las plantas
un desarrollo vigoroso ante condiciones adversas tanto de suelo como de
temperatura, ya que provee en la variedad injertada un mejor sistema radicular
lo que le permite ser mas eficiente en la asimilacion de agua y nutrientes (Colla
et al., 2006).

Siembra

La semillas de sandia se sembraron el dia 31 de mayo del 2016 en charolas de
poliestireno de 60 cavidades colocando una semilla en cada cavidad, ocho dias
después se sembro la semilla del portainjerto en charolas de 128 cavidades
también colocando una semilla por cavidad, los portainjertos se sembraron con
una semana de retraso debido a que poseen un mayor vigor vegetativo
comparado con la variedad, con esto se buscé que tanto el tallo de la variedad
como el del portainjerto tuvieran un diametro similar, para el llenado de las

charolas en ambos casos solamente se utilizé peat moss como sustrato.



Practica de injerto

La actividad del injerto se llevd acabo el dia 15 de junio del afio 2016, dos
semanas después de la siembra de la variedad y 5 dias después de la
emergencia de la calabaza, se utilizé el método de aproximacion descrito por Oda
(1995), las plantulas ya injertadas se colocaron en charolas de poliestireno de 60
cavidades sobre una mesa en el invernadero a temperatura promedio de 30 °Cy
con humedad relativa del 60%, los injertos se regaron y se asperjaron a diario
para prevenir marchitamientos. Tomando como referencia a (Petropoulos et al.,
2012) trascurridos 15 dias después de injerto se procedio a separar la sandia del
patron realizando un corte por debajo del area de union del injerto de igual
manera se eliminé la parte aérea del patrén, las plantas ya injertadas se
conservaron en las charolas por 7 dias mas a la misma temperatura y humedad
relativa trascurrido este periodo se sacaron del invernadero y fueron colocadas

bajo una malla sombra con el 25% de sombreo.

Preparacion de hidrogeles de Cs-PVA 'y absorciéon de NPs de cobre (Cs-
PVA-nCu)

La sintesis de los hidrogeles de Cs-PVA se realiz6 en la planta piloto del Centro
de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA) segun la metodologia siguiente:
primeramente se disolvieron 250 mL de quitosan marca Marine Chemical y
Mv=200,000 g/mol al 2% en medio acuoso débilmente &cido y 250 mL de polivinil
alcohol (PVA) marca Aldrich de Mw=30,000 a 50,000 y 98% de hidrdlisis al 4%
mezclandolos por dos horas a 300 rpm y 60°C para obtener un hidrogel en una
relacion 1:2 (Cs:PVA); posteriormente se agregan 2.27 mL del entrecruzante
(glutaraldehido al 50%) a 450 rpm por 5 minutos a 25°C, después se agregaron
100 mL de NaOH al 6% a 300 rpm, y 25°C por una hora. En seguida se hizo un
lavado y purificacion de los hidrogeles de Cs-PVA con agua destilada y etanol, y
por ultimo se secaron y se pesaron (Pinedo, et al. 2017).



Las NPs de Cu usadas en este trabajo fueron adquiridas en SkySpring
Nanomaterials, Inc. (USA) con morfologia esférica, pureza del 99.8% y diametro
promedio de 25 nm. 100 mg de las NPs de Cu se dispersaron en una solucion
acuosa con Tween al 1% por ultrasonido durante 5 minutos (potencia de 50 watts
y frecuencia del 70%), luego se prepararon diluciones para obtener una
concentracion de 0.4 mg, las cuales posteriormente se absorbieron en un gramo
de hidrogel de Cs-PVA preparado previamente y se secaron a una temperatura
de 60 °C se tomaron micrografias para cerciorarse que efectivamente estas
estuvieran presentes en los hidrogeles Cs-PVA en un Microscopio electrénico de
barrido marca JEOL-JMS-7401F, con voltajes de 0.5-30 kV y una resolucion de
1 nm (Figura 1).

SEI 100V X50,000 100nm WD 5.4mm

Figura 1. Micrografia de las nanoparticulas de cobre absorbidas en los hidrogeles de Cs-PVA.

Establecimiento del experimento

Una vez que a las plantulas se les formé el callo en la unién, fueron llevadas al
campo y se trasplantaron en macetas negras de plastico con capacidad de 10
litros, se utilizé una mezcla de peat moss y perlita en una proporciéon de 1:2
respectivamente, al mismo momento del llenado de las macetas se procedié a
hacer la aplicacién de un gramo del Cs-PVA-nCu que contenia 0.4 mg de NPs

de cobre por gramo del hidrogel, el cual se distribuye en tres partes iguales



(0.33 gramos aproximadamente) por cada tercio de la maceta; aplicando de igual
manera el hidrogel de Cs-PVA sin NPs de cobre, los tratamientos se
establecieron bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x3, el
factor 1 con dos niveles que fueron plantas injertadas y sin injerto, el factor 2 que
conto con 3 niveles y correspondieron a plantas cultivadas en Cs-PVA-nCu,
plantas tratadas solo con hidrogel de Cs-PVA y plantas sin ninguna aplicacion,
siendo en total seis tratamientos con tres repeticiones, la unidad experimental
cuenta con cuatro plantas cada una, los tratamientos se muestran en el
cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos empleados en el experimento.

Factor 1 Niveles
Factor 2 Injerto Sin
Injerto
* Cs-PVA-nCu T1 T4
% Hidrogel de Cs-PVA T2 TS
Z Sin aplicacion T3 T6

Manejo del cultivo

El manejo del cultivo incluy6 tutoreo, aplicaciones preventivas y de control
fitosanitario, el riego se llevd acabo por medio de un sistema de goteo presurizado
de la marca Netafim colocando un gotero por maceta, el gasto del gotero
seleccionado fue de un litro por hora la lamina de riego se calculé tomando como
referencia la ecuacion de Penman—Monteith, la fertilizacion fue dada utilizando
solucion Steiner (Steiner, 1984) esta se suministré via sistema de riego, se
efectud un ajuste de la concentracion en la solucién nutritiva a cuatro diferentes
porcentajes que fueron 25%, 50%, 75% y 100% dependiendo de la etapa del
cultivo que correspondio a inicio, crecimiento vegetativo, floracion, amarre y
llenado de fruto, la polinizacion se realizé por emasculacién manual, los frutos se
colocaron en mallas para evitar que se despegaran de la planta debido al peso
(Figura 2).
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Figura 2. Frutos suspendidos en redes plasticas transparentes sujetas a la estructura metdlica
de la casa sombra, debido a que las plantas se encontraban tutoradas.

Variables evaluadas

Agrondémicas
Como variables agrondmicas se midio la longitud de la guia principal, diametro
del tallo, longitud de la raiz, area foliar especifica, conductancia estomética, peso
fresco y peso seco de la parte aérea. La longitud de la guia y el diametro de tallo
se midieron semanalmente, iniciando a los ocho dias después del trasplante, por
un periodo de 90 dias, la medicion del area foliar especifica se evalto a los 60
dias después del trasplante usando un medidor marca LI-COR 3004, las lecturas
fueron expresadas en cm?.g* de peso seco final. Para la determinacién de la
conductancia estoméatica se emple6é un porémetro marca Decagon Divices
modelo SC-1, se tomaron tres lecturas por planta seleccionando hojas adultas y
completamente extendidas que se encontraran hacia la misma orientacién con
respecto al sol las lecturas se hicieron en un horario que comprendié de 12:00
am a 2:00 pm, los datos obtenidos se reportaron en mmol m? s, Con un
muestreo destructivo de cuatro plantas por tratamiento se obtuvieron los datos

de peso seco y peso fresco y longitud de raiz a los 60 dias post trasplante.

Variables Micromorfologicas
Para la evaluacion de estos parametros se midieron densidad estomatica, indice
estomatico, longitud del estoma, ancho del estoma, nimero y area de haces

vasculares de los peciolos de las hojas.
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Densidad estomética e indice estomatico
Para el estudio de estomas, se tomaron muestras a los 60 dias después de la
siembra, se utilizaron cuatro plantas por tratamiento, de las que se tomaron dos
hojas maduras, totalmente expandidas de la guia principal y con la misma
orientacién. En cada hoja, de su parte media, se tomé una impresién epidérmica
del haz (adaxial) y otra del envés (abaxial), utilizando poliestireno-xilol en forma
liquida, el que se aplicé sobre la superficie foliar con un pincel. Después de que
se seco la pelicula, ésta fue removida con un trozo de cinta adhesiva transparente
y se monto sobre un portaobjetos (Weyers y Johansen, 1985). En cada impresion
se observaron al azar tres campos microscépicos a 40X. De cada campo se tomo
una microfotografia, en la que se contaron los estomas y las células epidérmicas,
ademas se midio el ancho y largo (um) de las células oclusivas de dos estomas
en cada una de los campos del microscopio.

La densidad estomatica se obtuvo de la siguiente forma:
DE = Numero de estomas / 0.02479 mm2 (area de la imagen fotografiada) =
estomas por mm?2.

Para sacar el indice estomatico se utilizo la siguiente formula:
IE = N° de estomas / células epidérmicas + N° de estomas x 100 (Wilkinson,
1979). Se utilizé un microscopio con camara digital Pixera Winder Pro y un

software de medicién AxionVision Rel. 4.8.

Estudio histoldgico

Se tomaron muestras a los 60 dias después de la siembra, tres plantas por
tratamiento fueron llevadas al laboratorio, se corto un fragmento de peciolos de
la hoja de (aproximadamente 1- 1.5cm) los tejidos fueron procesadas por la
técnica histologica de la parafina como sigue: Para conservar los tejidos con un
minimo de alteraciones fueron colocados en frasco de vidrio de 15 ml con fijador
FAA (Formaldehido (36-40 %) 5 cc, Alcohol etilico al (70 %) 90 cc y acido acético
glacial 5 cc). Posteriormente las muestras fueron deshidratadas en
concentraciones de alcohol etilico al 50, 60, 70, 85 y 96 porciento, mas eosina,
continuando con alcohol etilico absoluto I, alcohol etilico absoluto II, alcohol
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etilico absoluto mas xilol en proporciones volumen de 3:1, alcohol etilico absoluto
mas xilol en proporciones de 1:1, alcohol etilico absoluto mas xilol en
proporciones de 1:3 por ultimo los tejidos pasaron a xilol puro y permanecieron
en cada solucion por espacio de 2 horas, y embebidas en parafina con punto de
fusidén en 58°C posteriormente se sustituyo el alcohol con xilol ( Cafiizares et al.,
2005; Jauregui, 2003). Se realizaron cortes transversales de tejidos a 20 micras
con un microtomo rotatorio, los cuales se montaron en porta objetos. Para la
tincion se uso la doble coloracion de safranina-fast green, donde pasaron por
diferentes soluciones de alcohol y xilol, se sacaron las preparaciones del tltimo
xilol y se escurrieron. Se sellaron con una gota de balsamo de canada y un
cubreobjetos del tamarfio del tejido. Asi las preparaciones se pusieron a secar en
una estufa a 30 °C por espacio de una semana. Posteriormente los tejidos fueron
analizados con la ayuda de un microscopio con camara digital integrada Pixera
Wiender Pro, se seleccionaron las mejores muestras y se fotografiaron con el
objetivo 40X (Wilkinson H. 1979). Las mediciones fueron a partir de imagenes
digitales, con un software de medicion Axion Vision Rel. 4.8. Las variables
evaluadas fueron area de vasos de xilema y numero de vasos de xilema del

peciolo de la hoja

Calidad comercial
Como parametros de calidad comercial en los frutos se evalu6 el porcentaje de
sélidos solubles totales (°Brix) y pH, para la evaluacién de los sélidos solubles
se utilizé un refractometro digital (HI96801, Hanna Instruments Inc.) y para la
determinacién del pH se empledé un medidor de bolsillo modelo (pHep®5) la
mediciones se hicieron una vez que los frutos cumplieran con los indices de
cosecha descrito por (Montalvan y Arias. 2007).

Contenido mineral
Para determinar la concentracion de minerales en hoja, tallo y fruto en primer
lugar el material vegetal fue secado a temperatura de 60 °C durante 72 horas en
una estufa de secado MAPSA modelo HDP334 tomamos 0.5 g de muestra seca,

colocandola en un vaso de precipitados de 100 mL y agregando 30 mL de HNO3
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concentrado tapando con un vidrio de reloj y se procedio a realizar la digestion
de la materia organica calentando sobre una plancha durante un lapso de 4 horas
se agrega acido para conservar el volumen inicial, cuando la solucion se encontro
completamente trasparente se enfria y filtra con papel Whatman No. 42, por
ultimo se afora a 50 mL con agua desionizada; este procedimiento fue realizado
para cada una de las repeticiones en total se obtuvieron 24 soluciones
compuestas de hoja y tallo y 24 soluciones de fruto. Las soluciones resultantes
se analizaron en el CIQA en un equipo de emision de plasma Termo Jarrel Ash
Irish Advantage modelo 14034000, la concentracion final de minerales presente
en las muestras se calcul6 de acuerdo a la siguiente expresion: AOAC (1990).

Cx= Cs*FD*V /m
Donde:
Cx= Concentracion del metal en la muestra ppm
Cs= Concentracion del metal en la solucion ppm
FD= factor de disolucion
V= Volumen de la aforacién de la muestra después de digerir en mi

m= masa de la muestra digerida en gramos

Calidad nutracéutica
Este parametro en el fruto se determiné mediante la cuantificacion de SOD, CAT,
Ascorbato peroxidasa, glutation, proteinas totales y licopeno. Las muestras para
su determinacion son fruto fresco que fue congelado a una temperatura de -20
°C posteriormente liofilizado en una consola marca LABCONCO modelo
Freezone 2.5 plus las técnicas utilizadas para la cuantificacion de estos

parametros de calidad son descritas a continuacion:
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Extraccion de biomoléculas

El tejido liofilizado se macer6 con mortero de mano, se tomaron 200 mg de este
tejido macerado mas 20 mg de polivinil pirrolidona y se colocaron en un tubo para
centrifuga. Se le afadieron 1.5 mL de 0.1 M de buffer de fosfatos pH 7-7.2, se
sometid a sonicacion por 5 min, posteriormente se llevo a cabo una centrifugacion
a 12500 revoluciones por minuto (rpm) por 10 min a 4 °C, el sobrenadante fue
recolectado y filtrado con una membrana de nylon (Ramos, et al. 2010).
Finalmente se diluyé en una proporciéon 1:15 con buffer de fosfatos para obtener

el extracto enzimatico (EE).

Cuantificacion de proteinas:

Se utilizara la técnica colorimétrica de Bradford (1976) para la cuantificacion de
proteinas. Iniciando con la construccion de una curva de calibracion con albumina
sérica bovina (BSA) en un rango de proteina de 100 — 300 pg/mL a una longitud
de onda de 595, mediante la cual se interpolaran los resultados de las muestras
de tejido vegetal. Se toman 50 pL de EE y se adicionan 1500 pL del reactivo de
Bradford y se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente; posteriormente se
midi6 en el espectrofotdbmetro a 595 nm.

Superoxido dismutasa (SOD)

Se cuantificd la actividad enzimatica SOD del extracto de biomoléculas en
microplaca, utilizando el kit para determinacién de SOD (SIGMA, 19160). El
principio es la cuantificacion por espectrofotometria de la oxidacion del colorante
WST (water soluble tetrazolium salt) a WSTformazan por los iones superoxido
formados mediante el conjunto xantina (XO)/xantina (X) oxidasa. La inhibicion en
la oxidacion del WST es atribuido a la neutralizacion de los radicales superoxido
por la SOD, las unidades se expresan en % de inhibicion.

Catalasa (cat).
La actividad de la catalasa fue cuantificada mediante espectrofotometria. Se llevo
a cabo midiendo dos tiempos de reaccion, tiempo 0 (TO) y tiempo 1 (T1). La



15

mezcla de reaccion para el blanco se prepar6 con 0.1 mL del extracto de
biomoléculas, 1 mL de buffer de fosfatos pH 7.2 y 0.4 mL de H2SOa4 al 5 %. La
mezcla de reaccion para el TO se preparé agregando 0.1 mL de extracto de
biomoléculas, 1 mL de H202 100 mM e inmediatamente después se afadieron
0.5 mL de H2SO4 al 5 %, del mismo modo se hizo para el T1, s6lo que el acido
se agrego después de 1 minuto de reaccion entre el extracto y el perdxido. La
reaccion se efectu6 a una temperatura de 20 °C con agitacion constante.
Finalmente se ley6 a 270 nm en el espectro de UV-VIS el consumo del H202. Las
unidades de la actividad (Ul) fueron expresadas en mM de H202 min! / proteinas
totales (Dhindsa et al., 1981).

Ascorbato peroxidasa (APX)

Se utilizé la técnica de Nakano y Asada (1987), agregando en un tubo para
centrifuga 0.1 mL del extracto de biomoléculas, 0.5 mL de ascorbato a 10 mg-L-
1 de concentracién y 1 mL 100 mM de H202, a una temperatura de 22 °C, después
de 1 min la reaccién fue detenida con 0.4 mL de H2SO4 al 5 %. Se cuantifico por
espectrofotometria la tasa de consumo del ascorbato a 266 nm. Las unidades de
la actividad (Ul) fueron expresadas en mM de ascorbato min / proteinas totales

Glutatién (glu)

Se realizd colorimétricamente mediante la reaccién con 5,5 ditio-bis-2-acido
nitrobenzoico (DTNB). Se colocan en un tubo de ensayo 0.48 mL del EE y se le
agregan 2.2 mL de fosfato dibasco de sodio (Na2zHPO4 0.32 M) méas 0.32 mL del
colorante DTNB (1 mM). Se mezcla perfectamente y se lee en el
espectrofotometro UV-VIS a 412 nm (Xu et al. 2001) la absorbancia obtenida fue
interpolada en la curva de calibracion previamente estandarizada con glutation

reducido.

Licopeno
Se pesaron 3 g de pericarpio del fruto de sandia fresca y se muelen en un mortero
congelado con 3 ml de buffer fosfatos (pH 7), de la mezcla se colocaron 2 ml en



16

tubos de centrifuga, se agregan 4 ml de la mezcla hexano-acetona (3:2), se agita

la mezcla para separar y disolver los pigmentos de las membranas y se centrifuga

a 3,000 rpm por 10 min para la separacion de fases; posteriormente se extrajo la

fase coloreada y se midio la absorbancia a 502 nm en el espectrofotometro. El

contenido de licopeno se calculé con la formula siguiente (Fish et al., 2002):
Licopeno (ug. g-1) = Aso2* [1/320]*4

Analisis de datos
Los datos se analizaron en el paquete Statistical Analysis System (SAS) version
9.4, para determinar las diferencias estadisticas entre los tratamientos se efectio

un analisis de varianza y una prueba de comparacion de medias Tukey (a < 0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Agrondémicas

En el Cuadro 2 se presenta el efecto de los factores por separado del factor injerto
en sandia, el cual mostro diferencias significativas en los tratamientos para las
variables de longitud de guia con un aumento del 20% y 17% en didmetro de tallo
siendo similares a los reportados por Bekhradi y colaboradores (2011) quienes
observaron un mejor desarrollo vegetativo en plantas de sandia injertadas sobre
aguellas que se utilizaron como control y sin injertar, por otra parte Rivero y
colaboradores (2003) argumentan que las plantas injertadas se desarrollan mejor
debido a que tienen una mayor capacidad de obtener nutrientes y agua del suelo.
Por otra parte, Lépez y colaboradores (2004) observaron un aumento en el
crecimiento tanto en tallo como en longitud de guia en las plantas injertadas,
ademas encontraron que esté repercute en el desarrollo vegetativo; de igual
manera se encontré6 que las plantas injertadas superan estadisticamente a
aguellos tratamientos sin injerto aumentando un 25% el peso fresco, un 7% el
peso seco,15% longitud de raiz y 39% el area foliar especifica, lo que nos sefiala
claramente que las plantas injertadas tienen un porte mucho mayor respecto a
las plantas sin injerto, esto se debe al vigor conferido por parte del patron a la
planta segun Mohamed y colaboradores (2014), algo similar fue observado por
Hernandez y colaboradores (2014), en la evaluacion de portainjertos para el
pepino donde describen una mayor produccion en biomasa aérea y radicular con
el uso de injertos. En contraste la plantas con injerto presentaron una
conductancia 17% inferior a aquellas sin injertar, (Taylor et al., 2012) reportando
gue la conductancia estomatica se puede ver influenciada por el nimero vy
tamafio de estomas. Por otra parte la aplicacion de Cs-PVA-nCu mostro
diferencia significativa respecto al testigo sin aplicacion para las variables
longitud de guia y raiz mejorando su desarrollo en un 8% y 14% en comparacion
con el testigo, Méndez y colaboradores (2016), mencionan que el empleo de
materiales nanométricos son capaces de estimular el crecimiento vegetativo de

algunos cultivos ya que favorecen la actividad antioxidante en la planta, ademas
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en algunos casos pueden actuar como elicitores lo que conlleva a un mejor
desarrollo, el efecto positivo en el crecimiento de la raiz puede estar relacionado
con una mejor eficiencia de las NPs de cobre sobre el metabolismo primario de
la planta como lo refieren Vincekovic y colaboradores (2016). Asi mismo en los
tratamientos donde se aplicaron sélo hidrogeles de Cs-PVA también muestran
una diferencia estadistica aumentando el desarrollo de guia en un 7% respecto
al testigo en el que no se hizo aplicacion alguna. Falcén y colaboradores (2012),
refieren que el Cs en algunos cultivos tiene efectos positivos en el crecimiento, el
cual esta vinculado a un proceso de defensa estimulado por la aplicacion del Cs
aunque mencionan que no se comprende completamente la relacion de los
inductores de defensa y el metabolismo primario causado por la aplicacion de
este biopolimero. El uso de Cs-PVA-nCu no afecto el diametro de tallo, peso
seco, peso fresco, area foliar especifica ni conductancia estomatica de las
plantas.

Cuadro 2. Efecto de los factores injerto y la aplicacion de Cs-PVA-nCu, Hidrogel
Cs-PVA y sin aplicacion sobre la longitud de raiz (LG), diametro de tallo (DT),
peso seco (PS), peso fresco (PF), area foliar (AF) y conductancia estomatica (CE)

en plantas de sandia variedad jubilee.

Tratamiento LG DT PS PF LR AF CE
(m)  (mm) (9) (9) (cm) (cm?g") (m? st

Injerto 3.08a 11.25a 75.728 5.43a 30.67a 206.60a 840.13b

1 sin injerto 2.47b 9.43b 56.95b 5.13b 25.92b 127.00b 1007.8a
Cs-PVA- 285a 10.77 70.16 536 30.00a 174.34 919.31
nCu
Hidrogel 2.82a 10.18 65.00 535 29.00ab 167.32 91851
2 Cs-PVA
Sin 2.65b 10.06 63.83 5.13 25.87b 158.80 934.16
aplicacién
< Injerto 0.001 0.001 0.049 0.0015 0.0015 0.0010 0.0027
8 NPs de Cu 0.001 NS NS NS 0.001 NS NS
= Cv 7.78 6.24 6.66  10.97 15.36 12.70 12.70
<

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05).NS = no
significativo, ANOVA= analisis de variacion CV = coeficiente de variaciéon, NPs de Cu =
nanoparticulas de cobre en hidrogel de quitosan.
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El efecto combinado de los factores 1 y 2 se presentan en el cuadro 3, donde se
encontré que para las variables PS, PF, CE parece no tener efecto la interaccion
de los factores ya que no se encontré alguna diferencia significativa al
combinarlos pero si para la variable LG donde los mejores resultados fueron
plantas con injerto también el DT y AF se vieron favorecidos al utilizar plantas
injertadas con y sin NPs de cobre en hidrogeles de quitosan. En general se
observa que las plantas injertadas mejoran la respuesta para la mayoria de las

variales evaluadas excepto CE donde tiende a disminuir el valor.

Cuadro 3. Efecto de la interaccién entre injerto y la aplicaciéon de Cs-PVA-nCu,
Hidrogel Cs-PVA y sin aplicacion sobre la longitud de raiz (LG), diametro de tallo
(DT), peso seco (PS), peso fresco (PF), area foliar (AF) y conductancia
estomatica (CE) en plantas de sandia variedad jubilee.

Tratamientos LG DT PS PF LR AF CE
(m) (mm) (9 (9) (cm) (cm>gh) (m?s™)

ClI-Cs-PVA-nCu 3.11a 12.00a 5.56 72.33 31.00ab 221.22a 840.43
Cl-Cs-PVA 3.13a 10.75ab 5.57 79.50 32.75a 195.63ab 858.60

CI-Sin aplicacion 3.00a 11.00a 5.18 75.33 28.25ab 203.10a 821.35

SI-Cs-PVA-nCu 2.590b 9.55bc 5.14 57.68 27.00ab 127.46c 998.20
Sl- Cs-PVA 2.52bc 9.62bc 5.16 60.83 27.25ab 139.01bc 978.43

SI-Sin aplicacibon  2.30c  9.12c¢ 5.09 53.33 23.50b 114.50c 1046.98

ANOVA 0.0001 0.0002 NS NS 0.048 0.0001 NS
CVv 3.70 576 6.84 19.25 11.54 15.12  14.56

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05).NS = no
significativo, ANOVA= andlisis de variacion CV = coeficiente de variacién, Cl=Con injerto, Sl =
Sin injerto.
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Variables Micromorfol6gicas

Respecto a las caracteristicas micromorfologicas de las plantas de sandia
(Cuadros 4 y 5) se encontraron diferencias significativas entre plantas injertadas
y no injertadas donde la DE disminuyo un 18% en la parte adaxial y un 9% en la
zona abaxial con el uso de injerto, con respecto al IE se encontré una disminucion
del 19% en parte adaxial de la hoja no asi en la area abaxial (Figura 3), también
se observd que el injerto influye significativamente en el area de los vasos de
xilema donde el injerto incremento un 18% el area transversal (Muneer et
al.,2015) revela en su estudio protedmico de las conexiones vasculares del injerto
en sandia que en el punto de unién entre el injerto y la variedad existe un gran
namero de proteinas que pueden formar fuertes conexiones entre los dos
diferentes organismos durante el proceso de curacidbn para proporcionar
tolerancia al estrés y que modifican las caracteristicas de los haces de xilema en
la planta resultante.

Por otro lado el resto de las variables evaluadas LE y AE no sufrieron cambio
alguno con la utilizaciéon del injerto, los datos obtenidos coinciden plenamente con
los publicados por Peralta y colaboradores (2016), quienes estudiaron el efecto
del injerto en pepino sobre la densidad y el indice estomatico y encontraron que
existe una disminucién en ambas variables y la atribuyen al efecto del injerto.
Respecto a la aplicaciéon de Cs-PVA-nCu (Cuadros 4 y 5) solo se encontré un
efecto favorable del 7% para la variable ancho del estoma en la parte adaxial de
las hojas con el uso de NPs de cobre; esta variacidon puede deberse a la
activacion de genes involucrados en la respuesta ante el estrés por el cobre que
desencadena la modificacibn de procesos bioquimicos vy fisiolégicos
(Li, et al. 2009).



21

Cuadro 4. Efecto de los factores injerto y la aplicacion de Cs-PVA-nCu, Hidrogel
Cs-PVA y sin aplicacion sobre la densidad estomatica (DE), indice estomatico

(IE), longitud del estoma (LE) y ancho del estoma (AE) en la zona adaxial de las

hojas.
Adaxial
Tratamientos DE IE LE AE
(NGm* mm-) (%) my my?
Injerto 228.5b 17.00b 23.6 13.27 a
1 Sin injerto 278.9 a 20.80 a 22.9 13.34 a
Cs-PVA-n Cu 262.18 19.48 23.70 13.83 a
2 Hidrogel Cs-PVA 257.77 19.09 23.12 13.13ab
Sin aplicacion 245.37 17.99 22.90 12.94 b
<
8 Injerto 0.0001 0.0001 NS NS
pd NPs de Cu NS NS NS 0.039
< cVv 7.87 6.85 6.03 5.02

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05).NS = no
significativo, ANOVA= analisis de variacion CV = coeficiente de variaciéon, NPs de Cu =
nanoparticulas de cobre en hidrogel de quitosan.

Cuadro 5. Efecto de los factores injerto y la aplicacion de Cs-PVA-nCu, Hidrogel
Cs-PVA y sin aplicacion sobre la densidad estomatica (DE), indice estomatico
(IE), longitud del estoma (LE), ancho del estoma (AE) en lo zona abaxial de las
hojas; asi como el nimero de vasos basculares (NV) y el area de vasos

vasculares (AV) del xilema.

Tratamientos Abaxial Haces vasculares
DE IE LE AE NV AV
(Nim.mm-?) (%) mu mu® my®
1 Injerto 242 b 30.42 2154 13.26 7.86 130.67 a
Sin injerto 265 a 28.97 21.13 1350 7.94 107.70 b

Cs-PVA-nCu 25042 28.28 21.67 13.40 7.16 112.27
2 Hidrogel Cs-VA 252,10 29.84 21.21 13.25 8.08 129.55
Sin aplicacion 258.82 30.97 21.06 13.49 8.45 115.74

<

8 Injerto 0.023 NS NS NS NS 0.047
zZ NPs de Cu NS NS NS NS NS NS
< Cv 14.95 9.14 3.7 532 13.07 22.09

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05). NS = no
significativo, ANOVA= analisis de variacion CV = coeficiente de variaciéon, NPs de Cu =
nanoparticulas de cobre en hidrogel de quitosan.
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La respuesta de las variables ante la combinacion de los factores es presentada
en los cuadros 6 y 7 donde los mejores tratamientos son plantas sin injerto con
aplicacion de hidrogel Cs-PVA asi como plantas sin injerto y sin aplicacion alguna
ya que registraron los valores mas altos para DE e IE, esta respuesta solo se
observo en la zona adaxial de las hojas. Igualmente el tratamiento SlI- Cs-PVA

mejora el ancho de estoma en un 5%.

Cuadro 6. Efecto de la interaccion entre injerto y la aplicaciéon de Cs-PVA-nCu,
Hidrogel Cs-PVA y sin aplicacién sobre la densidad estomatica (DE), indice
estomatico (IE), longitud del estoma (LE) y ancho del estoma (AE) en la zona

adaxial de las hojas.

Adaxial
DE IE LE AE
Tratamientos (NGm. mm-2) (%) my my?
Cl-Cs-PVA-nCu 222.85b 16.18c 24.18 12.82ab
CI-Cs-PVA 225.21b 17.19bc 22.27 13.47ab

CI-Sin aplicacion 238.65ab 17.51bc 24.07 13.49ab
SI-Cs-PVA-nCu 268.90ab 19.79ab 23.22 13.05ab

SI- Cs-PVA 282.35a 21.00a 23.78 14.19a
SI-Sin aplicacion 285.71 a 21.45a 21.73 12.78b
ANOVA 0.0010 0.0002 NS 0.040

CcVv 8.29 7.27 4.94 4.55

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05). NS = no
significativo, ANOVA= andlisis de variacion CV = coeficiente de variacion, CI=Con injerto, Sl =
Sin injerto.



23

Cuadro 7. Efecto de la interaccion entre injerto y la aplicacion de Cs-PVA-nCu,
Hidrogel Cs-PVA vy sin aplicacion sobre la densidad estomética (DE), indice
estomatico (IE), longitud del estoma (LE), ancho del estoma (AE) en la zona
abaxial de las hojas; asi como el numero de vasos basculares (NV) y el area de

vasos (AV) del xilema.

Abaxial Haces
vasculares
Tratamientos

DE IE LE AE NV AV

(Nim.mm-2) (%) my my? mp?
Cl-Cs-PVA-nCu 242 28.20 21.37 13.65 6.58 117.66
Cl-Cs-PVA 242 31.20 21.14 12.97 8.58 148.04
CI-Sin aplicacién 242 31.85 20.68 13.16 8.41 126.31
SI-Cs-PVA-nCu 258 28.35 21.98 13.15 7.75 106.98
SI- Cs-PVA 262 28.47 21.28 13.53 7.58 111,05
SI-Sin aplicacion 275 30.10 21.25 13.83 8.50 105.17

ANOVA NS NS NS SN SN SN
CcVv 15.81 9.39 3.90 5.09 11.9 22.81

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05). NS = no
significativo, ANOVA= analisis de variacion CV = coeficiente de variacién, CI=Con injerto, Sl =
Sin injerto.

Figura 3. Distribucién y tamafio de estomas, (A) y (B) parte adaxial con y sin injerto, (C) y (D)
zona abaxial con y sin injerto en plantas de sandia tratadas con Cs-PVA-n Cu. Barra 20um.
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Calidad comercial

Tanto los °Brix como el pH se vieron influenciados por el efecto del injerto (Cuadro
8). Los frutos de sandia registraron un incremento de estos parametros en un
21% y 11% respectivamente los resultados son consistentes con los reportados
por Candir y colaboradores (2013) aunque también hace mencion que estos
parametros pueden verse influenciados negativamente dependiendo del tipo de
patron que se utilice (Yao et al. 2003; Davis and Perkins-Veazie 2005). Esto debe
ser tomado en cuenta ya que es un factor muy importante al momento de
seleccionar el portainjerto que utilizaremos el hecho de hacer una mala seleccion
del portainjerto podriamos tener un resultado indeseable en la calidad de frutos
gue obtengamos, por otra parte en el factor 2 no se encontré diferencia

significativa entre la aplicacion de tratamientos.

Cuadro 8. Efecto de los factores injerto y la aplicacion de Cs-PVA-nCu, Hidrogel
Cs-PVA y sin aplicacidn sobre la cantidad de solidos solubles totales (SST) y pH

de los frutos de sandia variedad jubilee.

Tratamientos SST pH
1 Injerto 5.11a 5.54 a
Sin injerto 4.07 b 498D
Cs-PVA-Cu 4.38 5.13
2 Hidrogel Cs-VA 4.47 5.33
Sin aplicacion 4.92 5.31
< Injerto 0.029 0.028
> NPs de Cu NS NS
© cv 23.31 10.85
<

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05). NS = no
significativo, ANOVA= analisis de variacibn CV = coeficiente de variaciéon, NPs de Cu =
nanoparticulas de cobre en hidrogel de quitosan.
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En las figuras 4 y 5 se presenta el efecto combinado de los factores 1y 2 sobre
el pH y la concentracion de soélidos solubles totales (SST) del fruto de sandia
variedad jubilee, Se encontré que la combinacion entre el injerto y la aplicacion
de NPs de cobre en hidrogeles de quitosan fue el mejor en el contenido de fruto

en el pH, mientras que no se encontr6 diferencia significativa para la variable de

°Brix.
a
ab ab
bc bc
O I
Cl-Cs-PVA-n CI-Cs-PVA CI-Sin SI-Cs-PVA-n SI- Cs-PVA SI-Sin
Cu aplicacion Cu aplicacion

pH
N W s O

[N

Figura 4 Efecto de la interaccion entre injerto y sin injerto (Cl, Sl) y la aplicacion de Cs-PVA-nCu,
Hidrogel Cs-PVA y sin aplicacion sobre el pH del fruto de sandia variedad jubilee.

a
a a
I I I a a a
CI-Cs-PVA-n CI-Cs-PVA Cl-Sin  SI-Cs-PVA-n SI- Cs-PVA SI-Sin
Cu aplicacion Cu aplicacion

= N w » 9] [9)]

solidos solubles (BRIX)

Figura 5 Efecto de la interaccion injerto y sin injerto (Cl, Sl) y la aplicacion de Cs-PVA-nCu,
Hidrogel Cs-PVA y sin aplicacién en el contenido de sélidos solubles totales (°Brix) del fruto de
sandia variedad jubilee.
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Contenido mineral

Los resultados del estudio para determinar la concertaciéon mineral en hojas, tallo
y fruto son mostrados en los Cuadros 9 y 10. Se encontré una influencia positiva
del injerto en la asimilacion de algunos elementos minerales tanto en la parte
vegetativa como la pulpa del fruto. Se encontré que el factor injerto incrementa la
concertacion de calcio y magnesio en un 22% y 21% respectivamente esto en la
parte de hojas y tallo de la planta y en el fruto se registré un aumento del 18%
en calcio, 38% en Zinc y 40% para el sodio. Resultados similares han sido
observados en estudios previos comparando plantas injertadas y no injertadas
de sandia (Rouphael, et al. 2008) se cree que un mayor flujo de estos iones
incrementa la capacidad de asimilacion de energia y su transformacion en
biomasa en plantas injertas (Davis et al., 2008), especialmente el calcio juega un
papel crucial debido a que este mineral es un sefializador nato en muchos
sistemas vegetativos (Zhu et al., 2007) lo que le permite a la planta una mejor
adaptabilidad a condiciones adversas del medio como pueden ser escases de
agua, salinidad o altas temperaturas. Lo anterior, permite saber porqué las
plantas injertadas se desarrollan con mayor vigor en comparacion con aquellas
sin injertar. (Sun et al., 2002). Por otra parte la aplicacién de Cs-PVA-nCu, no se
registro diferencia en la concertacion de minerales en la parte aérea de la planta
solo se encontré una aumento del 56% en zinc en el fruto (Cuadro 10) algunos
autores como Nhan y colaboradores (2014) sugieren que el efecto de las NPs
sobre la asimilacién de minerales por las plantas dependera directamente de la
concentracion y el tipo de NPs empleadas. Es importante mencionar que este
efecto es favorable para la salud del consumidor ya que el zinc juega un papel
crucial en un gran namero de funciones cataliticas, estructurales y reguladoras.
(Krebs, 2000).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2468014116300292#bib0120
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2468014116300292#bib0035
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2468014116300292#bib0170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krebs%20NF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10801946
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Cuadro 9. Efecto de los factores injerto y la aplicacion de Cs-PVA-nCu, Hidrogel
Cs-PVA y sin aplicacién en la concentracion de minerales presentes en hoja y

tallo de sandia variedad jubilee.

Hojay tallo Macronutrientes Micronutrientes
(mg-g*) (mg-g*)
Tratamientos K Ca Mg Fe Zn Na
Injerto 967 1286a 149a 0.19 0.04 0.43

Sin injerto 10.16 10.08b 1.18b 0.18 0.042 0.41
Cs-PVA-Cu 10.05 10.91 1.41 0.18 0.042 0.44
Hidrogel Cs-VA 10.68 11.24 1.37 0.20 0.043 0.48

2 Sin aplicacion 9.01 12.27 1.22 0.18 0.042 0.39

< Injerto NS 0.006 0.030 NS NS NS
> NPs de Cu NS NS NS NS NS NS
% CVv 17.81 14.01 2281 15.88 28.26 23.15
<

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05). NS = no
significativo, ANOVA= analisis de variacion CV = coeficiente de variacion,, NPs de Cu =
nanoparticulas de cobre en hidrogel de quitosan.

Cuadro 10. Efecto de los factores injerto y la aplicaciéon de Cs-PVA-nCu,
Hidrogel Cs-PVA y sin aplicacion en la concentracién de minerales presentes en

fruto de sandia variedad jubilee.

FRUTO Macronutrientes Micronutrientes
(mg-g™) (mg-g™*)
Tratamientos K Ca Mg Fe Zn Na
Injerto 884 3.72a 043 006 0.008a 0.35a
1 Sin injerto 8.42 3.04b 042 005 0.005b 0.21b

Cs-PVA-Cu 10.21 3.17 0.42 0.07 0.009a 0.34
HidrogelCs-PVA  7.57 298 0.39 0.05 0.007ab 0.26
2 Sin aplicacion 8.12 3.65 0.40 0.04 0.004b 0.25

< Injerto NS 0.02 NS NS 0.032  0.0008
(>) NPs de Cu NS NS NS NS 0.031 NS
<ZE CVv 25.29 1987 29.0 239 21.6 30.49

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05).NS = no
significativo, ANOVA= analisis de variacibn CV = coeficiente de variacion, NPs de Cu =
nanoparticulas de cobre en hidrogel de quitosan.
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El efecto combinado de los factores 1y 2 sobre la concertacién de macro y micro
nutrientes en tallo, hoja y fruto se presenta en los cuadros 10 y 11. Se encontr6
gue la combinacién entre injerto y sin aplicacion fue el mejor en el contenido de
calcio y magnesio en hojas y tallos, en el caso del fruto los mejores tratamientos
fueron plantas injertadas y con aplicacién de hidrogel Cs-PVA-nCu aumentando
la concentracion de potasio, calcio y zinc también se identificd que las plantas sin
injerto y con Cs-PVA-n Cu tenian una mayor cantidad de sodio en la pulpa del
fruto. Para el resto de los elementos minerales estudiados no se encontr

diferencia significativa en la combinacion de los tratamientos.

Cuadro 11. Efecto de la interaccién entre injerto y la aplicacion de Cs-PVA-
nCu, Hidrogel Cs-PVA y sin aplicacion en la concentracibn de minerales
presentes en hoja, tallo de sandia variedad jubilee.

Hoja y tallo Macronutrientes (mg-gt) Micronutrientes ( mg-g?)
Tratamientos K Ca Mg Fe Zn Na

CI-Cs-PVA-nCu 9.13 11.59abc 1.39ab 0.16 0.032 0.34

CI-Cs-PVA 10.29 13.09ab 149a 0.19 0.041 0.48
CI-Sin aplicacion 9.41 13.99a 159a 0.20 0.053 0.46

SI-Cs-PVA-nCu 10.80 10.32bc 1.44ab 0.17 0.047 0.33

Sl- Cs-PVA 11.06 9.39c¢c 1.26ab 0.21 0.044  0.48
SI-Sin aplicacibn  8.62 10.55abc 0.85Db 0.16 0.044 0.40

ANOVA NS 0.008 0.032 NS NS NS
CVv 17.96 13.56 20.28 14.85 22.22 36.5

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05). NS = no significativo,
ANOVA-= andlisis de variacion CV = coeficiente de variacion, Cl=Con injerto, Sl = Sin injerto.
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Cuadro 12. Efecto de la interaccion entre injerto y la aplicaciéon de Cs-PVA-
nCu, Hidrogel Cs-PVA y sin aplicacion en la concentraciéon de minerales

presentes en el fruto de sandia variedad jubilee.

FRUTO Macronutrientes (mg-g-*) Micronutrientes ( mg-g-?)
Tratamientos K Ca Mg Fe Zn Na

CI-Cs-PVA-nCu 11.92a 3.87a 038 0.052 0.012a 0.25ab
Cl-Cs-PVA 7.75b 3.00ab 0.42 0.039 0.009ab 0.20b
CI-Sin aplicacion 7.96ab 3.03ab 0.36 0.044 0.006b 0.18b
SI-Cs-PVA-nCu 8.43ab 3.00ab 0.34 0.051 0.0065b 0.43a
Sl- Cs-PVA 8.88ab 2.80ab 041 0.042 0.052b 0.31ab
SI-Sin aplicacion 8.29ab  2.31b 0.40 0.049 0.051b 0.32ab

ANOVA 0.02 0.002 NS NS 0.028 0.04
CVv 21.33 1897 27.00 21.09 25.1 31.92

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05). NS = no
significativo, ANOVA= andlisis de variacion CV = coeficiente de variacion, CI=Con injerto, Sl =
Sin injerto.

Calidad nutracéutica

Respecto al analisis bromatoldgico realizado en el fruto de sandia se encontré
que el factor injerto incrementa la concentracién de proteinas totales al igual que
la cantidad de licopeno (Cuadro 13). Algunas investigaciones como la realizada
por Kong y colaboradores (2017) concluyen que los portainjertos pueden
incrementar la acumulacién de licopeno a nivel trascripcional ya que en algunos
casos es capaz de estimular en etapas tempranas de la ruta biocinética los genes
involucrados en la biosintesis del licopeno mientras que en otros casos estimulan
la acumulacion en el fruto mediante la regulacion negativa de genes involucrados
en la degradacion del carotenoide. Es importante mencionar que existen trabajos
gue no han encontrado diferencia alguna con el uso de injerto sobre el contenido
de licopeno en sandia (Turhan et al., 2012) o en algunos otros casos en los que
se ha encontrado una disminucién en la contraccion del pigmento (Soteriou, et
al. 2014) esta discusion ha traido como consecuencia que la técnica de injerto no

sea completamente aceptada por los productores por tal razén es crucial una vez
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mas tener conocimiento pleno del patrén y la variedad con la que se estara
trabajando con la finalidad de obtener los mejores resultados posibles. Por otra
parte el incremento en el contenido de proteinas totales presente en el fruto de
plantas injertadas encontramos estudios que hablan de la modificacion sobre el
perfil transicional en estas plantas y como este les permite una mejor respuesta
ante situaciones de estrés provenientes del medio ambiente, Xu y colaboradores
(2016) mencionan también que el porta injerto estimula un gran namero de genes
relacionados con la respuesta al estrés. Respecto al efecto de la aplicacion de
los tratamientos con nanoparticulas de cobre e hidrogel de Cs-PVA no se
encontré una diferencia estadistica significativa para las variables evaluadas
estos resultados no coincide con algunos autores quienes han reportado un
efecto favorable en la concentracion de antioxidantes en los frutos con la

utilizacién de NPs (Karami et al., 2015).

Cuadro 13. Efecto de los factores injerto y la aplicacion de Cs-PVA-n Cu,
Hidrogel Cs-PVA y sin aplicacién sobre la cantidad de proteinas totales (mg-L-
1),SOD: superoéxido dismutasa (%), Cat: actividad de la enzima catalasa (mM de
H202* min-1 *proteinas totales [mg-g-1]) Apx: Ascorbato peroxidas (umol de
ascorbato oxidado-minl-mg-1-proinas-1). Glu: glutation (U/mg de proteinas) el
contenido de licopeno. (ug*g-1) de los frutos de sandia variedad jubilee.

Tratamientos Proteinas SOD Cat Apx Glu  Licopeno
1 Injerto 621.20a 70.97 40.63 3.77 109.00 0.011
Sin injerto 518.70b 69.40 4454 3.62 92.37 0.010

Cs-PVA-Cu 578.95 72.09 41.05 3.67 105.44 0.010
2 Hidrogel Cs-VA  576.95 69.67 4164 359 116.19 0.010
Sin aplicacion 553.95 68.80 45.20 3.83 80.42 0.010

< Injerto 0.0005 NS NS NS NS 0.004
¢ NPsdeCu NS NS NS NS NS NS
CVv 10.37 13.32 13.63 13.18 35.65 2.9

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05).NS = no
significativo, ANOVA= analisis de variacion CV = coeficiente de variaciéon, NPs de Cu =
nanoparticulas de cobre en hidrogel de quitosan.
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A pesar de que en la interaccion de los tratamientos sobre la capacidad
nutracéutica del fruto de sandia (Cuadro 14) no hubo diferencias significativas
entre las variables evaluadas, si existe una diferencia numérica en la
combinacion entre plantas injertadas y con la aplicacion de las NPs de cobre para
el contenido de proteinas totales, glutation y para el licopeno. Lo que nos habla
de que posiblemente al realizar una aplicacion con una concentracion distinta de

NPs de cobre pudiéramos estimular una mejor respuesta (Lavicoli et al., 2014).

Cuadro 14. Efecto de la interaccion entre injerto y la aplicacién de Cs-PVA-nCu,
Hidrogel Cs-PVA 'y sin aplicacion sobre la cantidad de proteinas totales (mg-L-1),
SOD: superoxido dismutasa (%), Cat: actividad de la enzima catalasa (mM de
H202* min-1 *proteinas totales [mg-g-1]) Apx: Ascorbato peroxidasa (umol de
ascorbato oxidado* min-1*mg-1* proteinas-1). Glu: glutation (U/mg de proteinas)
y el contenido de licopeno. (ug-g-1) de los frutos de sandia variedad jubilee.

Tratamientos Proteinas SOD Cat Apx  Glu Licopeno

CI-Cs-PVA-nCu 639.20 74.16 38.48 352 107.41 0.011
CI-Cs-PVA 623.30 70.62 38.35 3.68 10540 0.011

CI-Sin aplicacion 601.20 70.03 45.14 412 94.18 0.010
SI-Cs-PVA-nCu 518.70 69.47 43.62 3.82 103.47 0.010
SI- Cs-PVA 530.70 68.72 4492 3.49 106.97 0.010
SI-Sin aplicacion 506.70 68.12 45.09 353 86.66 0.010

ANOVA NS NS NS NS NS NS
CVv 10.95 14.04 13.89 1258 19.05 3.00

Medias con distintas literales son estadisticamente diferentes (Tukey a<0.05).NS = no
significativo, ANOVA= andlisis de variacion CV = coeficiente de variacion,Cl=Con injerto, Sl =
Sin injerto.
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CONCLUSIONES

El uso del injerto en el cultivo de la sandia modifica la micromorfologia foliar ya
gue se disminuyé la DE y el IE en un 18% y 9%, respectivamente y aumento un
18% el area trasversal de los vasos de xilema, ademas repercute favorablemente
en el crecimiento del cultivo mediante el incremento de la longitud de guia en un
20%, diametros de tallo 17%, peso fresco 25%, peso seco 7%, longitud de raiz
15% y éarea foliar especifica un 39%, las modificaciones producidas por el uso
de injerto modifica de manera favorable tanto el desarrollo de las plantas como
el de los frutos, les permite ser mas eficientes en la asimilacion de agua y
nutrientes ya que de igual manera incremento un 22% la acumulacién de calcio
y un 21% en magnesio en la parte aérea de la planta y en los frutos el injerto
mejora la cantidad de °Brix y el pH asi como el contenido de calcio, magnesio,

zinc, proteinas y licopeno.

La aplicacion de Cs-PVA-nCu y del hidrogel de Cs-PVA estimulan el incremento
en longitud de guia, longitud de raiz y el AE en la cara abaxial de la hoja respecto

a los frutos sélo incremento la acumulaciéon de Zn.

La interaccion entre injerto y aplicaciones de Cs-PVA-nCu tuvieron los mejores
resultados en longitud de guia, diametro de tallo, longitud de raiz, area foliar
especifica asi como en la asimilacion de minerales como el potasio, calcio,
magnesio y zinc a pesar de que no se encontré una diferencia estadistica para la
calidad nutracéutica la diferencia numérica es superior en el contenido de
proteinas, glutation y licopeno, antioxidantes de gran importancia para la salud

humana.
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