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RESUMEN

APLICACION DE NANOPARTICULAS DE SELENIO, SILICIO Y COBRE PARA
INDUCIR TOLERANCIA A ESTRES SALINO EN EL CULTIVO DE PIMIENTO

POR

CLARIBEL CARDENAS ALVAREZ

MAESTRIA EN CIENCIA EN HORTICULTURA

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DR. ANTONIO JUAREZ MALDONADO -ASESOR-
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El pimiento morrén (Capsicum annum L.) es una hortaliza con alto contenido de
antioxidantes, y su consumo es importante ya que puede prevenir algunas
enfermedades del ser humano. Las plantas pueden ser afectadas por diferentes
tipos de estrés ya sea bidtico o abidtico. Dentro de los factores abidticos, esta el
estrés salino que afecta el metabolismo y la fisiologia de las plantas, lo que
produce dafo, disminuyendo la productividad y la calidad. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la aplicacion de Nanoparticulas de selenio, silicio y cobre
(NPs, Se, Si y Cu) genera tolerancia al estrés salino en el cultivo de pimiento.
Para el presente trabajo, se establecio el cultivo de pimiento variedad Kitrino, las
plantas fueron expuestas al estrés salino con la aplicacion de NaCl a 25 mM (4
dS m?1) y 50 mM (7.5 dS m?) en la solucién nutritiva durante todo el ciclo del
cultivo. Para inducir tolerancia al estrés salino se aplicé NPs de Se (10 y 50 mg
L-1), NPs de Si (200 y 1000 mg L), NPs de Cu (100 y 500 mg L?). La aplicacion
de NPs fue de 10 mL por planta dirigida al suelo en intervalos de 30 dias a partir
del trasplante, con un total de 5 aplicaciones durante el ciclo. Se evaluaron
variables agronémicas, calidad de fruto, compuestos antioxidantes enzimaticos y
no enzimaticos. Los resultados muestran que el estrés salino reduce la altura y
rendimiento. La aplicacion de NPs disminuyo el ORP. Los compuestos no
enzimaticos y enzimaticos fueron modificados por la aplicacién de NPs y estrés
salino. Las NPs aumentaron la cantidad de GPX en hojas en condiciones de
estrés salino de 50 mM de NaCl. Mientras que para los frutos donde no hubo
estrés las NPs inhibieron el GPX. Las NPs de Cu en fruto a 25 mM de NaCl
aument6é GPX, PAL, y CAT. Las NPs de Si en dosis bajas en fruto a 25 mM de
NaCl aumenté APX y GPX, mientras que en la hoja aumento el GPX con y sin
estrés salino. Los antioxidantes no enzimaticos en fruto a 50 mM de NaCl
aumentaron con la aplicacion de NPs, principalmente el contenido de flavonoides,
vitamina C y carotenoides amarillos, en las hojas aumenté el contenido de
clorofilas a y totales. Mientras que la aplicacion de NPs de Se, Siy Cu sin estrés

salino aumentd la cantidad de proteinas en hojas, y en fruto los fenoles totales.

Palabras claves: Nanotecnologia, salinidad, antioxidantes, Capsicum annum L.



ABSTRACT

APLICATION OF NANOPARTICLES OF SELENIUM, SILICON AND COPPER
TO INDUCE TOLERANCE TO SALINE STRESS IN THE BELL PEPPER CROP

BY

CLARIBEL CARDENAS ALVAREZ

MASTER IN SCIENCE IN HORTICULTURE
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DR. ANTONIO JUAREZ MALDONADO —ADVISER

Saltillo, Coahuila, September 2019

Xi



The bell pepper (Capsicum annum L.) is a vegetable with high antioxidant
content, and its consumption is important as it can prevent some diseases in
humans. Plants can be affected by different types of stress, whether biotic or
abiotic. Among the abiotic factors, there is saline stress that affects the
metabolism and physiology of plants, which causes damage, decreasing
productivity and quality. The objective of this work was to evaluate whether the
application of selenium, silicon and copper Nanopatrticles generates tolerance to
saline stress in pepper cultivation. For the present work, the Kitrino variety pepper
crop was established, the plants were exposed to saline stress with the application
of 25 mM NaCl (4 dS m-1) and 50 mM (7.5 dS m-1) in the nutrient solution
throughout the crop cycle. To induce tolerance to saline stress, NPs of Se (10 and
50 mg L-1), NPs of Si (200 and 1000 mg L-1), NPs of Cu (100 and 500 mg L-1)
were applied. The application of NPs was 10 ml per plant directed to the ground
at intervals of 30 days from the transplant, with a total of 5 applications during the
cycle. Agronomic variables, fruit quality, enzymatic and non-enzymatic antioxidant
compounds were evaluated. The results show that saline stress reduces height
and performance. The application of NPs decreased the ORP. The non-enzymatic
and enzymatic compounds were modified by the application of NPs and saline
stress. NPs increased the amount of GPX in leaves under saline stress conditions
of 50 mM NacCl. While for fruits where there was no stress, NPs inhibited GPX.
Cu NPs in fruit at 25 mM NaCl increased GPX, PAL, and CAT. The NPs of Siin
low doses in fruit at 25 mM of NaCl increased APX and GPX, while in the process
the GPX increased with and without saline stress. The non-enzymatic
antioxidants in fruit at 50 mM NaCl the NPs mainly increased the content of
flavonoids, vitamin C and yellow carotenoids, in the leaves the content of a and
total chlorophylls increased. While the application of NPs of Se, Si and Cu without

saline stress increased the amount of protein in leaves and in total fruit phenols.

Keywords: Nanotechnology, salinity, antioxidants, Capsicum annum L
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INTRODUCCION

El consumo de frutas y verduras es de importancia para una dieta saludable,
debido a que contribuye en la reduccion de riesgos de enfermedades especificas
como cancer, enfermedades cardiovasculares, entre otras (Saini et al., 2015). El
pimiento morrén tiene un alto contenido de compuestos como fenoles,
flavonoides, carotenoides, capsaicinoides, y vitamina C (Loizzo et al., 2015).
Estos compuestos dan como resultado un mayor contenido de antioxidantes que
protegen contra el dafio oxidativo causado por radicales libres.

Sin embargo, esta hortaliza es afectada por diferentes tipos de estrés ya sea
biotico o abidtico el cual puede afectar el desarrollo de la planta. El estrés salino
es un estrés abidtico que puede disminuir la calidad y cantidad del producto
(Shahbaz et al., 2013). Mas de 932 millones de hectarea se ven afectadas por
salinizacién a nivel mundial (Wong et al., 2010). Un suelo se considera salino si
la conductividad eléctrica (CE) es superior a 4 dS m* (FAO, 2019). Esto limita la
produccion agricola, afectando las caracteristicas anatomicas fisiologicas y
enzimaticas (Ghadakchi et al., 2019), disminuyendo su crecimiento debido a que
se produce un estrés osmatico y desequilibrio i6nico que ocasiona que la planta
aumente un gasto de energia para sobrevivir en esas condiciones. Las plantas
con estrés presentan un estrés oxidativo que se caracteriza por la produccién de
ERQO’s (especies reactivas de oxigeno) (Shahbaz et al., 2013), como son el
superoxido (O, ), peroxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (OH’), que
interfieren en las proteinas, los lipidos, el ADN y generan dafio celular (Ighodaro
y Akinloye, 2018; Mittler 2002). Las plantas desarrollan un mecanismo de defensa
através del cual pueden sobrevivir limitando y desintoxicando las ERO’s (Siddiqui
et al., 2014), como los compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
gue actuan contra los radicales libres. De acuerdo a la invasién de radicales
libres, los antioxidantes enziméaticos son los de la primera linea de defensa que
incluyen basicamente la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la
glutation peroxidasa (GPX) (Ighodaro y Akinloye, 2018). SOD cataliza los

radicales O,, para formar H202 que después requiere la participacion de CAT



para convertirlo en agua y oxigeno inhibiendo asi la formacion de radicales
(Guzman-Murillo et al., 2013).

La nanotecnologia tiene aplicaciones en areas como alimentos, medicina y
agricultura, en esta ultima se ha implementado el uso de nano-fertilizantes, nano-
plaguicidas y nano-herbicidas (Shalaby et al., 2017). La escala considerada de
las nanoparticulas va de 1 - 100 nm aproximadamente (He et al., 2018). La
translocacion depende de sus caracteristicas (tamafio, composicion y
propiedades de la superficie), la dosis, la forma de aplicacion y la especie de la
planta (Ali y Ali, 2019). Las NPs selenio (Se), silicio (Si) y cobre (Cu) han
demostrado un efecto benéfico contra estrés bidtico y abibtico (Avestan et al.,
2019; Kong et al., 2014; C. Tamez et al. 2019). Las NPs de Se, pueden ser menos
toxico que el selenito (Wang et al., 2007) y en la planta pueden influir en el
aumento de raiz, crecimiento y rendimiento (Domokos-Szabolcsy et al., 2012;
Ragavan et al., 2017), asi como modificar la actividad enzimética y capacidad
antioxidante (Hussein et al., 2019; Vicas et al., 2019). La aplicacién de NPs Si
aumenta el contenido de antioxidantes en condiciones de estrés (Farhangi-Abriz
y Torabian, 2018), influye en la germinacion (D. Sun et al., 2016), reduce los
efectos por estrés hidrico (Yi et al., 2018), protegiendo la planta y aumentando el
crecimiento (Manna y Bandyopadhyay, 2019), ya que influye en la absorcion de
algunos nutrientes (Le et al., 2014). El cobre es un elemento metalico esencial
en la planta, y la aplicacion de NPs de Cu, ha demostrado influir en la germinacion
(Yasmeen et al., 2018), puede favorecer el crecimiento y calidad (Juarez-
Maldonado et al., 2016), ademas de inducir tolerancia al estrés salino
(Hernandez-Hernandez et al., 2018), y minimiza dafios por enfermedades
(Cumplido-N4jera et al., 2019; Quiterio-Gutiérrez et al., 2019). Es por esto que se
pretende evaluar la aplicacion de NPs de selenio, silicio y cobre genera tolerancia

en la plata de pimiento morron, en condiciones de estrés salino.



Objetivo General
Evaluar si la aplicacion de NPs de selenio, silicio y cobre genera tolerancia al

estrés salino en el cultivo de pimiento

Objetivos Especifico
e Determinar el efecto de las NPs y salinidad sobre el desarrollo vy
crecimiento del cultivo del pimiento.
e Analizar el efecto de las NPs sobre el contenido de antioxidantes.
e Determinar si la aplicacion de NPs mejora la calidad de los frutos cuando

se desarrollan las plantas bajo estrés salino

Hipotesis
La aplicacion de NPs inducira la formacion de compuestos antioxidantes en las
plantas de pimiento, lo que se traducira en mayor tolerancia al estrés salino y

mejor calidad de frutos



REVISION DE LITERATURA
Pimiento morrén
El pimiento morron (Capsicum annum L.) pertenece a la familia de las solanaceas
originaria de Sudameérica especificamente en el area de Peru y Bolivia de donde
se extendié. Se estima una produccion de 36 millones de tonelada (MMt) en el
mundo, siendo el mayor productor de pimiento China con un 17 millones de
toneladas, le sigue México 3.2, Turquia con 2.6, Indonesia 2.3 y Espafia 1.2
segun los datos de la FAO (FAO 2017).
El pimiento morron tiene un alto contenido de vitamina C, que oscila entre 76.1y
243.1 (mg 100 g*') (Howard et al.,1994), y este puede aumentar conforme
aumenta la maduracion al igual que la concentracion de carotenoides,
flavonoides, fenoles totales, al contrario de la luteina que disminuye (Bae et al.,
2014; Guil-Guerrero et al., 2006). Algunos de los compuestos importantes del
pimiento son los carotenoide presentes en frutos rojos y amarillos responsables
de la coloracién, como B-caroteno, zeaxantina, violaxantina y B-cryptoxanthina
gue se encuentran en los frutos amarillos y naranjas, y clorofila en los frutos
verdes (Bosland y Votava 2012; Topuz y Ozdemir 2007).
El contenido de minerales en 100 g de producto fresco es de potasio 211-340
mg, fosforo 26-46 mg, magnesio 12-25 mg, calcio 7-8 mg, sodio 4-7 mg, fierro
0.3-1.2 mg, zinc 0.2-0.7 mg, cobre 0.015-0.07 mg, boro 0.05-0.016 mg,
manganeso 0.05-0.016 mg, selenio 0.0001-0.001 mg (Baenas et al., 2019).
Se sabe que el pimiento tiene un alto indice de aborto de flores o de fruto jovenes
con diferentes factores que pueden afectar. Estos pueden ser el estrés hidrico o
el bajo suministro de nutrientes, asi como las bajas temperaturas diurnas y
nocturnas dificultan el desarrollo del polen, que disminuye el nimero de semillas,

por lo tanto pueden provocar el aborto de fruta (Wubs et al., 2009).

Nanotecnhologia
La nanotecnologia se ha utilizado en la agricultura como nano-fertilizantes y

nano-plaguicidas, ademas, diferentes NPs (plata, silicio, cobre, zinc, hierro,



selenio, titanio, fosforo y molibdeno) han mostrado beneficio en crecimiento de
plantas y control de plagas (Chhipa, 2019).

Las NPs entran a la planta por los tejidos, en la raiz por medio de rizodermis,
unién de la raiz y heridas; y en la parte superior de la planta por 6rganos como
cuticula, estomas, tricomas, hidatodos y estigma (Ruttkay-Nedecky et al., 2017,
Wang et al., 2016). Las plantas absorben las NPs por las aperturas a escalas
nano o micrométricas y se traslocan a través de ella (Dietz y Herth, 2012). Solo
una pequefa parte de las NPs podrian transportarse dentro de la planta de la raiz
a los brotes (Lee et al.,, 2008), la disolucion, translocacién y la disposicion
desempefian un papel en el destino de la particula. Para la disolucion se debe de
considerar el area, morfologia y energia de la superficie asi como la
concentracion del soluto, la especies absorbentes, las propiedades de las capas
(Borm et al., 2006) y la permeabilidad ejercida por la membrana celular (Burman
y Kumar, 2017). La toxicidad de NPs podria ser en la raiz donde se produce la
captacion, durante la absorcion nutrientes (Lee et al., 2008).

Estrés salino

La salinidad del suelo afecta el crecimiento y el desarrollo de las plantas debido,
al estrés osmotico, los efectos de los iones toxicos de Na*, y en cierta medida, el
desequilibrio de nutrientes causado por el exceso de iones de Na* (Sairam y
Tyagi, 2006). Debido a que el Na* inhibe la absorcion, al interferir en los
transportadores de la membrana plasmatica de la raiz, como los canales iénicos
selectivos de K* (Tester y Davenport 2003). Las plantas tolerantes a la salinidad
se diferencian en gque tienen una baja tasa de transporte de Na* y Cl - a las hojas,
y la capacidad de secuestrar estos iones en vacuolas para prevenir su
acumulacion en el citoplasma o las paredes celulares y asi evitar la toxicidad de
la sal (Munns, 2002). El desequilibrio de los nutrientes se debe al antagonismo
entre iones y Na*, como son los cationes Ca?*, K* y Mg?* (Parra, 2016).

El estrés osmotico se presenta debido a la presencia de sal en el suelo que
reduce la capacidad de la planta para absorber el agua (Munns et al., 2006).

Organulos como vacuola y mitocondrias, secuestran el Na* para reducirlo en el


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/molybdenum
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/plant-growth
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/plant-growth

citoplasma y asi contribuye al ajuste osmotico para mantener la absorbancia del
agua de solucion salina (Jian-Kang, 2003).

La homeostasis de la concentracion de iones es fundamental para la fisiologia de
las células, y mantener baja la concentraciones de iones toxicos y aumentar iones
esenciales (Jian-Kang, 2003). El estrés idnico es por la cantidad de sal que entra
en el flujo de transpiracion, debido a la similitud de las propiedades fisicoquimicas
que hay entre el Na* y K*, al competir por los sitios de union en procesos
metabdlicos del citoplasma este flujo dafa las células de las hojas (Shabala y
Cuin, 2008).

Selenio

El selenio (Se) es un metaloide no esencial en las plantas sin embargo en
diferentes investigaciones ha demostrado beneficio al disminuir el dafio por
estrés abidtico como sequia (Hasanuzzaman y Fujita, 2011; Nawaz et al., 2014),
salinidad (Astaneh et al., 2019; Hasanuzzaman et al., 2011), radiacién UV-B (Yao
et al., 2009), senescencia (Djanaguiraman et al., 2005), metales pesados, alta
temperatura y desecacion (Pukacka et al., 2011). El exceso de Se en el tejido de
la planta es toxico y esto dependera de la capacidad de la vacuola de
secuestrarlo, de sintetizar metabolitos no téxicos y de la capacidad de colonizar
suelos seleniferos (White, 2018), asi como la cantidad aplicada y especie de la
planta (Galeas et al., 2006; Lei et al., 2018). La concentracion de Se en el suelo
varia de 0.01 a 2.0 mg kg y en suelos seleniferos de 5 hasta 1200 mg Kg+*
(Fordyce, 2013; Saha et al., 2017). El Se puede estar presente en diferentes
formas como selenio elemental (Se%), selenato (Se®*) y selenito (Se*). El Se
puede ser absorbido a través de los vias del azufre debido a la similitud quimica
que tienen (Kolbert et al., 2019), la forma mas comun de ser absorbida es como
Seb* y Se** aunque la entrada del selenato es mucho mas rapido que el selenito
(Ulrich y Shrift, 1968).

En la nutricion humana, el Se es esencial (Wang, 2011), ya que se incorpora en
la sintesis de proteinas antioxidantes, que sirve como eliminador de especies

reactivas de oxigeno (Sakr et al., 2018). Se consider6 como esencial cuando



remplazaba la vitamina E en la dieta de pollos y ratas, ademas de ser esencial
en algunas enzimas, esta presente en forma de aminoacido como la
selenocisteina (SeCys) (ElI-Ramady et al., 2015). La Junta de Alimentos y
Nutricion del Instituto de Medicina (EE. UU.) recomienda un consumo en el
humano de 55 ug dia* de Se, una porcién mayor a 400 ug dia* puede provocar
toxicidad (Puccinelli et al., 2017).

Nanoparticula de Selenio

Las NPs de Se se fabrican para el uso en diferentes areas en la medicina, en la
agricultura, especificamente se usa en plantas para la fertilizacion. Esta tiene la
misma composicion quimica que el Se elemental, pero es menos téxico teniendo
mayor eficiencia en la regulacion de algunas selenoenzimas y menos toxicidad
gue el selenito (Wang et al., 2007).

Las NPs de Se en el cultivo de tabaco (Nicotiana tabacum) en concentraciones
de 265 y 235 uM estimularon la regeneracion de raices, la elongacion y
produccién de biomasa (Domokos-Szabolcsy et al., 2012). En tres cultivares de
mani (Arachis hypogaea L.) la aplicacion foliar de NPs de Se a 20 y 40 ppm
mostro cambios fisiolégicos y bioquimicos ya que modifico las actividades
enzimaticas de peroxidasa y ascorbato peroxidasa (Hussein et al., 2019). Por
otra parte, Ragavan et al., (2017) mencionaron que la aplicacion de NPs Se a
400 mg L* influye en el crecimiento, rendimiento y caracteristicas quimicas del
frijol. El uso y aplicacion de las NPs de Se en concentraciones de 0.34 y 0.68 mg
L1 en cultivo de tomate indujeron la resistencia a nematodos y aumentaron el
crecimiento y desarrollo de la planta (Udalova et al., 2019). La aplicacién de 22
mg L de NPs de Se en espinaca aumentd el rendimiento, comparada con la
aplicacion de selenito y selenato (Golubkina et al., 2017). En la granada (Punica
granatum L. cv. Malase Saveh) la aplicacion foliar de 2 uM de NPs de Se,
aumentoé el area foliar, numero de frutas, contenido de clorofilas, contenido de
azucar y compuestos fenolicos, ademas de disminuir lo agrietado de la fruta
(Zahedi et al., 2019).



Silicio

El silicio (Si) es el segundo elemento con mas abundancia en la corteza terrestre
y se encuentra como minerales de silicato, silicatos de aluminio secundario y
como didxido de silicio (Tubafia y Heckman, 2015). Sin embargo, este no puede
ser absorbido por la planta debido a que las raices toman el Si en forma de acido
monosilicico (H4SiO4) también denominado &cido silicico que es su forma soluble
en el suelo (Epstein, 1994). Para la absorcion del silicio influye el pH, el aumento
de este aumenta la concentracion de Si (Haynes, 2019). El Si puede seguir el
movimiento del agua lo que sugiere dos vias de entrada, apoplastica y
simplastica, para esta Ultima requiere de canales de agua como las aquaporinas
(Exley, 2015; Guerriero et al., 2016). El Si juega un papel en la rigidez de la pared
celular ya que la fortalece y proporciona soporte mecanico, por la suberificacién,
lignificacion y silicificacion (Coskun et al., 2016), esta Ultima es un proceso pasivo,
consecuencia de la bioguimica para el movimiento de agua y diferenciacion de la
pared celular (Exley, 2015).

La aplicacion de Si puede controlar plagas y enfermedades, ademas de aliviar el
efecto por sequia, metales pesados, dafio por radiacién, desequilibrio de
nutrientes, altas temperaturas ademas de la salinidad (Ma, 2004). El Si puede
aliviar el estrés salino en las plantas, ya que reduce el estrés osmatico y modifica
la expresion de genes (Zhu et al., 2015), incrementa la raiz (Etesami, 2018), e

induce la sintesis de enzimas antioxidantes (Kim et al., 2017).

Nanoparticulas de silicio

Las NPs Si, se han utilizado en la proteccion de plantas, para aumentar el
crecimiento de estas y ha sido de gran importancia por su naturaleza inerte y alta
estabilidad (Manna y Bandyopadhyay, 2019). En la planta ayuda a disminuir
efectos por el estrés hidrico (Yi et al.,, 2018), ademas puede promover el
transporte de Mg y Fe en la planta (Le et al., 2014).

Las NPs SiO2 en calabaza (Cucurbita pepo L.) mejoran la germinacion y
crecimiento, reducen los niveles de peréxido de hidrogeno, ademas de reducir la

degradacion de clorofila y aumentar eficiencia del uso de agua (Siddiqui et al.,



2014). Mientras que en planta de trigo en concentraciones de 500 y 1000 mg L*
aumenta el crecimiento, la actividad fotosintética, germinacion, biomasa,
proteinas totales y contenido de clorofilas (Sun et al., 2016). En condiciones de
contaminacion por cadmio, la aplicacion de NPs de Si en arroz, disminuye la
concentracion de cadmio del tejido de las hojas, ademas aumentan el contenido
de biomasa, las clorofilas y la actividad de SOD, CAT, APX (Rizwan et al., 2019).
En cultivo de fresa en condiciones de estrés salino al aplicar NPs SiO2 mantienen
el contenido de clorofila y carotenoides, y limita los cambios anatomicos y
bioquimicos producidos por el estrés (Avestan et al., 2019), al igual en planta de
albahaca, que al aplicar 10 mg L de NPs de Si reduce la toxicidad por sal y
aumenta el contenido de clorofila (Kalteh et al., 2018).

Cobre

El cobre (Cu) es un micronutriente esencial en las plantas, participa en el
metabolismo del carbono y el nitrégeno, para la proteccion contra el estrés
oxidativo (Hansch y Mendel, 2009), se requiere para la sintesis de la pared celular
y la respiracion mitocondrial (Yruela, 2005). Mas de la mitad de Cu se encuentra
en el cloroplasto y participa en reacciones fotosintéticas, por ello la deficiencia se
nota en hojas jévenes y 6rganos reproductivos y en la reduccion de crecimiento
de las plantas (Hansch y Mendel, 2009).

Los iones de Cu dentro de los tejidos de las plantas se encuentran en dos estados
de oxidacion: Cu*ly Cu*?, estos son utilizadas por las proteinas de unién a Cu
gue participan en la transferencia de electrones (Garcia et al., 2014). El Cu es
toxico cuando se presenta en exceso debido a que los iones libres pueden inducir
la produccion de ROS (Nazir et al., 2019), con una concentracion de 100 mg kg

! de suelo puede producir toxicidad.

Nanoparticula de cobre
Las NPs de Cu, en la agricultura han mostrado efectos positivos para el control
de patdégenos (Malandrakis et al., 2019), crecimiento de las plantas (Juarez-

Maldonado et al., 2016),y promotoras de la germinacion y desarrollo (Yasmeen



10

et al., 2018). La toxicidad de las NPs de Cu puede depender del tamafio de la
particula, (Mortimer et al., 2010) asi como la especie de la planta y la dosis que
se aplique.

En el cultivo de Cucurbita pepo L. al agregar 1000 mg L* NPs Cu redujo la
longitud de la raiz en un 77 % (Stampoulis et al., 2009).

La aplicacion de NPs de cobre y silicato de potasio en tomate modifica
positivamente la actividad de las enzimas ademas de disminuir la severidad de
Clavibacter michiganensis (Cumplido-Najera et al., 2019). El quitosan-PVA con
NPs de Cu, puede inducir tolerancia al estrés salino debido a que activa el
mecanismo de defensa enzimatica de las plantas de tomate y aumenta el
contenido de vitamina C y licopeno (Herndndez-Hernandez et al., 2018). La
aplicacion de hidrogeles de quitosan con NPs de Cu en concentraciones de 0.006
g L favorece el crecimiento y la calidad del tomate (Juarez-Maldonado et al.,
2016). La aplicacion de NPs de Cu ha mostrado beneficios en diferentes cultivos
y esto dependera, como se ha mencionado por diferentes autores, de la
concentracion y del cultivo. En el cultivo de lechuga y col concentraciones bajas
de NPs de Cu a 10 mg L™ favorecen el crecimiento, pero con 250 mg L' produce
estrés oxidativo, disminuye la biomasa, el crecimiento, contenido de agua y
fotosintesis produciendo necrosis y deformacion de estomas (Xiong et al., 2017).
En la planta de remolacha, en concentraciones 100, 200, 400 y 500 mg L* NPs
de CuO reduce el crecimiento de raices laterales aumenta los niveles de ROS y
de peroxidacion lipidica ademas inhibe los antioxidantes enziméaticos (Nair y Min,
2015).

Antioxidantes

Las plantas en condiciones de estrés salino puede acumular especies reactivas
de oxigeno, como el superéxido (O2), peroxido de hidrogeno (H202), y los
radicales hidroxilos (OHe) (Van Breusegem et al., 2001), que producen un estrés
oxidativo, dafiando a componentes celulares como lipidos de membrana,
proteinas y acidos nucleicos (Zhu, 2016), lo que puede mermar el funcionamiento

de las plantas. Los antioxidantes pueden neutralizar los dafios de las especies
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reactivas mediante tres mecanismos: transferencia de atomo de hidrégeno,

transferencia de un solo electrén y la capacidad de quelatar los metales de

transicion (Brewer, 2011). Las plantas han desarrollado sistemas de defensa para

reducir los dafios como los antioxidantes no enzimaticos y compuestos

enzimaticos.

Antioxidantes no enziméaticos

Clorofila: las clorofilas se encuentran mayormente en hojas y se pueden
encontrar en frutas y verduras verdes como los pigmentos fotosintéticos
principales (Kang et al., 2018), ademas de ser un cofactor esencial del
fotosistema (I) y fotosistema(ll), son moléculas responsables de la
absorcion de luz para la fotosintesis (Komenda y Sobotka, 2019).
Carotenoides: son tetraterpenoides naturales presentes en plantas, algas,
hongos y bacteria, que en las células vegetales son almacenados en los
plastidos principalmente en los cloroplastos y cromoplastos donde se
sintetizan y acumulan los carotenoides (Sun et al., 2018). Los carotenoides
son metabolitos secundarios, siendo los principales el B-caroteno, a-
caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina y zeaxantina (Amah et al.,
2019). Los carotenoides son antioxidantes solubles en aceites, que
mitigan la generacion de moléculas reactivas, como las especies reactivas
de oxigeno (Nisar et al., 2015). Los carotenoides desempefian funciones
en la fotosintesis, presente en los cloroplastos para la recoleccion de luz y
fotoproteccion (Sun et al., 2018).

Vitamina C: la vitamina C (acido ascorbico) es un antioxidante de bajo
peso molecular que se encuentra en todos los compartimentos de la célula
vegetales y tiene la capacidad de donar electrones, eliminar los radicales
libres y reducir los estados de oxidacion del hierro a Fe?* (Smirnoff, 2018).
El alto contenido de &cido ascorbico en la fruta da mayor calidad de
postcosecha (Bae et al., 2014), y este aumenta con el aumento de la tasa
de respiracion de la fruta.

Flavonoides: son metabolitos secundarios que son sintetizados por las

plantas, estos antioxidantes estabilizan H202 y oxigeno singlete (*O2)
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generado por el exceso de estrés (Agati et al., 2013). Los flavonoide se
puede encontrar en el nucleo, vacuola o cloroplastos de la célula
(Ferdinando et al., 2016).

Fenoles totales: los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios,
que tienen la capacidad de donar un H* a los radicales libres, ademas
estos pueden dividirse en cuatro grupos: acidos fendlicos, flavonoides,
diterpenos fendlicos y aceites volatiles (Brewer, 2011). Los fenoles son
esenciales ya que estan involucrados en la pigmentacion, polinizacion,
resistencia a patdgenos y herbivoros, asi como al crecimiento y desarrollo.
La mayoria de los fenoles se derivan del acido trans-cindmico, que se
forma de la L-fenilalanina por la accién de L-fenilalanina amonialiasa (PAL)
(Sengupta et al., 2018).

Glutation reducido (GSH): Es el antioxidante soluble en agua mas
abundante en la planta y se encuentran en concentraciones milimolares
en los cloroplastos (Foyer y Shigeoka, 2011). El GSH es esencial para el
funcionamiento del ciclo del ascorbato-glutation (Hameed et al., 2014),
también actia como una forma de almacenamiento y transporte de azufre,
el aumento de glutatién se puede observar en plantas expuestas a estrés

abidtico entre ellos por salinidad (Waskiewicz et al., 2014).

Compuestos enzimaticos

Fenilalanina amonio liasa (PAL): esta enzima se encuentra en plantas y
hongos, aunque no es antioxidante, cataliza la conversion de
L-fenilalanina en acido cinamico que es el precursor de una variedad de
fenilpropanoides, como lignina, flavonoides y cumarinas (Kong, 2015;
Rother et al., 2002).

Ascorbato peroxidasa (APX): se puede encontrar en cloroplastos,
mitocondrias, citosol y peroxisomas y este antioxidante elimina H202 (Sofo
et al., 2015), utilizando el ascorbato (AsA) como un donador de electrones

especificos para reducir el H202 (Foyer y Shigeoka, 2011). Los niveles de
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APX aumenta en condiciones de estrés por sequia, salinidad y estrés de
frio (Zhang et al., 2013).

Catalasa (CAT): son enzimas tetraméricas que contienen un hemo, que
catalizan la descomposicién H202 generado en los peroxisomas (Pandhair
y Sekhon, 2006), la enzima utiliza hierro y manganeso como cofactor y
cataliza o degrada el H20O2 en aguay oxigeno molecular (Gebicka y Krych-
Madej, 2019; Ighodaro y Akinloye, 2018) previniendo los dafios causados
por los cambios en la homeostasis del H202 (Van Breusegem et al., 2001).
Glutation peroxidasa (GPX): se encuentra en citosol, vacuola, pared
celular y apoplastos (Uarrota et al.,, 2016), y es una enzima que
descompone el H202, el GPX depende del selenio como cofactor para su
actividad (Ighodaro y Akinloye, 2018).
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MATERIALES Y METODOS

Desarrollo de cultivo
El trabajo se realizd en un invernadero, ubicado en el Departamento de Botanica

de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, en Saltillo, Coahuila, México.
El material vegetativo fue pimiento morron amarillo, variedad “Kitrino” (Seminis).
El trasplante se realiz6 en bolsas de polietileno del2 L, proporcién 1:1 (v:v) de
perlita y peat moss. Con una solucién nutritiva (Steiner, 1961) y un sistema de
riego dirigido. La densidad de plantacion fue de 2.5 plantas m? a dos tallos por

planta, con un tutorado tipo holandés.

Caracteristicas de las NPs

Figura 1. Nanoparticulas de selenio (a), silicio (b) y cobre (b).

Las NPs de Se y Cu se sintetizaron en el Centro de Investigacion de Quimica
Aplicada, ubicado en Saltillo, Coahuila, México. Las NPs de Se se sintetizaron
mediante el método de Kong et al., (2014) empleando un reactor de vidrio con
agitacidbn mecanica, control de temperatura y sistema de atmdsfera inerte, una
solucion acuosa de &cido selenioso (H2SeOs) y una solucion de Cs-PVA, se
mezclaron a 400 rpm a una temperatura de 0 °C, posteriormente se adicion6 N2Ha
para realizar la reduccion. Las NPs de Cu se sintetizaron mediante el método de
Cadenas-Pliego et al.,, (2013). Las NPs de Si se adquirieron en SkySpring
Nanomaterials. El tamafio de las NPs de Se es de 2 a 20 nm, las NPs de Si de

10 a 20 nmy las NPs de Cu de 50 nm las tres NPs de forma esférica (Figura 1).
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Aplicacion de tratamientos
Los tratamientos consistieron en la aplicacion de NaCl a 25 mM (4 dS m) y 50

mM (7.5 dS m) en la solucién nutritiva durante todo el ciclo del cultivo para
inducir estrés salino. Ademas se aplicaron NPs de Se (10 y 50 mg L), NPs de
Si (200 y 1000 mg L1), NPs de Cu (100 y 500 mg L™1). La aplicacién de NPs fue
de 10 ml por planta dirigida al suelo en intervalos de 30 dias a partir del trasplante,
con un total de 5 aplicaciones durante el ciclo que fue de 170 dias. En total se
tuvieron 21 tratamientos (Tabla 1), y cada tratamiento consistio en 10 unidades
experimentales, siendo una planta una unidad experimental, teniendo un total de

210 plantas.

Tabla 1.Tratamientos de NPs de Se, Siy Cu con NaCl

Tratamientos

1 0 mM NaCl+0mg L™ NPs

2 O0mM NaCl+10mg L™ Se

3 0 mM NaCl+50 mg L™ Se

4 0 mM NaCl + 200 mg L™ Si

5 0 mM NaCl + 1000 mg L™ Si
6 0 mM NaCl + 100 mg L™ Cu
7 0 mM NaCl + 500 mg L™ Cu
8 25 mM NaCl + 0 mg L™ NPs
9 25 mM NaCl + 10 mg L™ Se
10 25 mM NaCl + 50 mg L™ Se
11 25 mM NaCl + 200 mg L™ Si
12 25 mM NaCl + 1000 mg L™t Si
13 25 mM NaCl + 100 mg L™ Cu
14 25 mM NaCl + 500 mg L™ Cu
15 50 mM NaCl + 0 mg L™ NPs
16 50 mM NaCl+ 10 mg L™ Se
17 50 mM NaCl+50 mg L™ Se
18 50 mM NaCl + 200 mg L™t Si
19 50 mM NaCl + 1000 mg L™ Si
20 50 mM NaCl + 100 mg L™ Cu

21 50 mM NaCl + 500 mg L™ Cu
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Variables agrondmicas
En variables agrondmicas se evalué el rendimiento de fruto que se inici6 con la

primera cosecha a los 88 dias después del trasplante hasta concluir con el ciclo
a los 170 dias después del trasplante. Se evalud, la altura de planta (AP),
diametro de tallo (DT), asi como la biomasa el peso fresco de la planta (PFP),
peso fresco de la raiz (PFR), peso seco de la planta (PSP) y peso seco de la raiz
(PSR).

Calidad de fruto
A los 88 dias después del trasplante se recolectaron los primeros frutos de

pimientos para la evaluaciéon de las variables de calidad de fruto. La firmeza se
midio en el momento de la cosecha, con un penetrémetro de fruta (Figura 2). Para
la medicién de pH y conductividad eléctrica se utilizd un potenciometro OHAUS
(Starte 2100). El potencial oxido reduccion (ORP) se midio en Milivoltio (mV) con
un equipo (HANNA mV). Los sélidos solubles totales (SST) se midieron
colocando una gota de jugo extraido del fruto de pimiento sobre la tente del
refractdmetro (ATAGO, MASTER — 100Hmodel, Bellevue, WA, EE. USA).

Figura 2. Firmeza de fruto de pimiento morrén

La acidez titulable se determiné tomando 10 g de fruto, se macer6 de manera
homogénea, se tomaron 10 mL del macerado en un matraz, se afiadieron 2-3
gotas de fenolftaleina y se titul6 con NaOH (0.1N) hasta obtener una coloracion

rosacea.
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(VNaOH x NNaOH X meq acido citrico x 100)
Volumen de muestra

% acidez =

Donde:

VNaOH = volumen gastado de NaOH para titular.
NNaOH = normalidad del NaOH.

Meq &cido citrico = 0.064

La acidez titulable se expresara como % de &cido citrico

Toma de muestra para la actividad enzimatica
Se recolectaron las muestras de manera uniforme entre los tratamientos, las

hojas se sumergieron en un termo con nitrégeno liquido y los frutos en hielo para
ser almacenadas en ultracongelacion (-80 °C) y posteriormente liofilizadas

(Labconco, FreeZone 2.5 L modelo, Kansas City, MO, EE. USA).

Preparacion del extracto enzimatico
Se agregaron 200 mg de muestra liofilizada en tubo de 2 mL posteriormente se

agregaron 20 mg de polivinil pirrolidona y 1.5 mL de buffer de fosfatos pH 7-7.2
(0.1 M) y se agito hasta homogenizar, se sonicé por 5 minutos, se centrifugé a
12500 rpm por 10 minutos a 4 °C, se recolect6 el sobrenadante y se filtré con una
membrana de nylon de 0.45 um. Por dltimo se realizé una dilucién de 1:20 con

buffer de fosfatos.

Antioxidantes no enzimaticos

e Determinacion de clorofilas y B-caroteno
El contenido de clorofila en hoja y B-caroteno se estimé mediante el método

propuesto por Nagata y Yamashita, (1992), se pesaron 50 mg de muestra
liofilizada, y se afiadié carbonato de magnesio, posteriormente se agregaron 2
mL de acetona al 90%, se centrifugd durante 5 min a 10000 rpm a 4°C, después
de esto se tomo el sobrenadante y se procedié a realizar las lecturas de

absorbancia a longitudes de onda de 453, 505, 645 y 663 nm. Los resultados
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para clorofilas, se expresaron como miligramos por 100 gramos de peso fresco
(mg 100 g PF) y para B-caroteno (mg 100 g') de peso seco.

Clorofilaa (mg 100g~1PF) = 0.999 X Age3 — 0.0989 X Agys
Clorofilab (mg 100g™1PF) = —0.328 X Aggs + 1.77 X Agys
Clorofila total (mg 100g~1PF) = Clorofila a + Clorofila b

p — Caroteno(mg 100 g~ 1PS)
= 0.216 X Aggs — 1.22 X Agss — 0.304 X Agos + 0.452 X Ayes

e Carotenoides amarillos en fruto
Para cuantificar carotenoides amarillos (3-caroteno, 3-cryptoxantina, zeaxantina)
se determiné6 mediante el método de Hornero-Méndez y Minguez-Mosquera
(2001). Se pesaron 20 mg de muestra liofilizada, se agregaron 2 mL de acetona,
se sonicaron las muestras durante 40 minutos con intervalos de 10 minutos,
posterior mente se centrifugaron por 10 min a 15000 rpm a 4°C, se tomo el
sobrenadante, enseguida se ley6 la absorbancia a una longitud de onada de 472
y 508 nm en el espectrofotometro (S2150 UV- UNICO) las medidas de
carotenoides amarillos se expresaron como miligramos por 100 gramos de peso

seco (mg 100 gb).

_ A4_72 X 1724‘3 - A508 X 24‘501
B 270.9

Ca

=M/ D

e Determinacion de vitamina C
El contenido de vitamina C se determiné mediante el método de titulacion con 2,6
diclorofenolindofenol Padayatt et al., (2001), se pesaron 10 g de peso fresco de
fruto, enseguida se macerd en un mortero con 10 mL de acido clorhidrico (HCI)
al 2%,se filtr6 a través de una gasa absorbente estéril sobre un matraz de

aforacion de 100 mL y se aforo con agua destilada, del cual se tomaron 10 mL y



19

se titul6 con 2-6 diclorofenolindofenol hasta obtener una coloracion rosacea
(Figura 3).

(mL utilizado de 2—6 diclofenolindofenolx0.088xXvolumen totalx100)
(volumen alicuotadaxpeso de muestra)

Vitamina C=

Figura 3. Determinacion de vitamina C

e Proteinas
Se determind mediante la metodologia descrita por Bradford (1976), en una
microplaca se agregaron 5 pyL de extracto enzimatico y 250 ul de reactivo
Bradford, se mezclé ligeramente, se incubd a temperatura ambiente durante 10
minutos. Se determiné la absorbancia en el Lector de Microplacas (AMR-100
ALLSHENG) a 630 nm. Los resultados se expresaron en mg g de peso seco.

e Flavonoides totales
La cuantificacion de flavonoides totales se llevé a cabo utilizando el método de
Dowd adaptado por Arvouet-Grand et al., (1994). Para la extraccion, se peso 20
mg de tejido liofilizado, se afadieron 2 mL de metanol grado reactivo y se
homogenizo, la mezcla se filtr6 (PVDF 0.45 um 13 mm diametro). Para la
cuantificacion, se afiadieron 2 mL de extracto y 2 mL de solucién metandlica de
tricloruro de aluminio (AICI3) al 2% en un tubo de ensayo, dejandose reposar las

muestras 20 minutos en oscuridad. Posteriormente la lectura se tomé en un
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espectrofotometro (S2150 UV- UNICO), a una longitud de onda de 415 nm
utilizando una celda de cuarzo y calibrando el equipo con un blanco de metanol.
El contenido total de flavonoides se determiné utilizando la curva estandar de
quercetina. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de

quercetina por 100 g* de peso seco.

e Fenoles totales
La cuantificacion de compuestos fendlicos totales fue conforme a la metodologia
de Yu y Dahlgren, (2000), se pesaron 100 mg de tejido liofilizado en tubo de 2
mL, y se le agregd 1000 pL de solucién agua: acetona (1:1), se sometié a vortex
por 30 segundos, se sonico (Ultrasonic Cleaner - Model PS-10A) por 5 minutos,
las muestras se sometieron a centrifugacion a 12 500 rpm por 10 minutos a 4 °C
en una microcentrifuga (Model: FC5515R, OHAUS), se extrajo el sobrenadante,
y se realizé una dilucién 1:2 con solucién agua acetona (1:1), se almacenoé en
oscuridad a 4 °C. Posteriormente en tubo de ensayo se colocaron 50 pL de
extracto, se adicionaron 60 pL de reactivo Folin-Ciocalteu, junto con 150 pL de
carbonato de sodio (Na2COs3) al 20%, se adicionaron 1500 pL de agua destilada,
se sometio a vortex por 30 segundos, posteriormente se colocaron las muestras
en bafio Maria por 30 minutos a 45 °C, la absorbancia se ley6 a una longitud de
onda de 750 nm en un espectrofotometro (S2150 UV- UNICO). Se prepar6 una
curva de calibracion con acido gélico y los resultados se expresaron en

miligramos equivalentes de acido galico por 100 g de peso seco.

e Glutation reducido (GSH)
La actividad enzimatica se determin6 conforme a la técnica de Xue et al., (2001)
mediante la reaccién con 5,5 ditio-bis-2 &cido nitrobenzoico (DTNB), se tomaron
320 pL de extracto enzimatico, se afiadieron 1460uL de NazHPO4 (0.32 M), se
agregaron 213 pL de colorante DTNB (1 mM) y se mezclo en seguida se ley6 en
un espectrofotdmetro (S2150 UV- UNICO) a una longitud de onda de 412 nm. La
lectura se inicia con un blanco de buffer de fosfatos, para la calibracion del

equipo. Los resultados se interpolaron en una curva de calibracion previamente
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estandarizada con glutation reducido, los resultados se expresaron en mmol 100
g*equivalente de GSH ml* min.

Determinacién de enzimas

e Fenilalanina amonio liasa (PAL)
La determinacion se llevo acabo de acuerdo a Syktowska-Baranek et al., (2015)
con algunas modificaciones. Se tomaron 30 pL de extracto enzimatico, se
adicionaron 290 pL de fenilalanina (6 mM), se incub6 en bafio maria a 40°C
durante 30 minutos. La reaccién se detuvé con 80 pL de &cido clorhidrico (HCI)
5 N, se colocaron las muestras en bafio de hielo y se le adicionaron 1600 pL de
agua destilada, los valores de absorbancia se determinaron a una longitud de
onda de 290 nm en un espectrofotdmetro (S2150 UV- UNICO). Se realizé una
curva de calibracion con acido transcindmico y los resultados se expresaron en
unidades por gramo de proteinas totales (U g~ PT), donde U es igual al pmol de

acido transcinamico por mililitro por minuto.

e Ascorbato peroxidasa (APX)
La medicidn de la actividad enzimética ascorbato peroxidasa se llevo a cabo de

acuerdo a lo establecido por Nakano y Asada (1987). Se agregaron 100 pL de
extracto enzimatico, 500 uL de ascorbato (10 mg L), y se adicionaron 1 mL de
H202 (100 mM), se midio inmediatamente la absorbancia a una longitud de onda
de 266 nm en un espectrofotometro (S2150 UV- UNICO) para el tiempo O,
después de un minuto la misma muestra se vuelve a leer y este sera el tiempo 1.
Se prepar6 una curva de calibracibn con ascorbato, y los resultados se
expresaron en unidades por gramo de proteinas totales (U g'PT), donde U es

igual al pumol equivalente de ascorbato oxidado por mililitro por minuto.

e (Catalasa
La medicion de la actividad enzimatica de catalasa se cuantificO midiendo 2
tiempos de reaccion (0 y 1) por el método espectrofotométrico de Dhindsa et al.,
(1981) se tomaron 50 uL de extracto enzimético y se adicionaron 2000 pL de
H202 (100 mM) para iniciar la reaccion para el tiempo 0 y se tom¢ la lectura a
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una longitud de onda de 270 nm en un espectrofotdmetro (S2150 UV- UNICO),
se agitd la muestra durante 1 minuto y se tomé nuevamente la lectura siendo esta
el tiempo 1. Se utilizé un blanco para la calibracién del equipo. Se realizé una
curva de calibracion con H20:2 y los resultados se expresaron en unidades por
gramo de proteinas totales (U g~ PT), donde U es igual al equivalente mM de

H202 consumido por mililitro por minuto.

e Glutation peroxidasa (GPX)
Se utilizé el método modificad por Flohé y Gunzler, (1984) modificado por Xue,
et al (2001), usando H202 como sustrato. En un tubo de ensaye se agregaron
200 pL de extracto enzimatico, para realizar la extraccién se adicionaron 400 uL
de glutation reducido (0.01 mM) y se mezcld, posteriormente se afiadieron 200
ML de Na:HPO4 (0.067 M) y se mezclo nuevamente, las muestras se
precalentaron en bafio de agua a 25 °C por 5 minutos, después se agregaron 200
pL de H202 (1.3 mM) para iniciar la reaccion catalitica, se dejo reaccionar durante
10 minutos y después se detuvo la reaccion mediante la adicion de 1 mL de &cido
tricloro acético al 1 %, enseguida la muestras se llevaron en bafio de hielo por 30
minutos. Las muestras se centrifugaron (Model: FC5515R, OHAUS) a 3000 rpm
por 10 minutos a 4°C. Para la cuantificacion se tomaron 480 pL de sobrenadante
y agrego 2.2 mL de Na2HPO4 (0.32 M) y de igual manera se adiciono 320 uL del
colorante 5,5 ditio-bis-2 acido nitro benzoico (1 mM) y se tomo la lectura en una
longitud de onda de 412 nm en un espectrofotbmetro (S2150 UV- UNICO). Los
resultados se expresaron en unidades por gramo de proteinas totales (U g~ PT),

donde U es igual al equivalente mM de GSH por mililitro por minuto.

Capacidad antioxidante ABTS
La actividad antioxidante se realiz6 por el método de Re et al., (1999) y Kuskoski

et al., (2004), estos métodos se basan en la decoloracion del cation radical ABTS,
este se obtiene tras la reaccion ABTS a 7 mM y persulfato potasico a 2.45 mM
gue se mezcla en partes iguale (1:1), la mezcla se dejé reposar en obscuridad, a
temperatura ambiente (25 °C) durante 16 horas antes de ser utilizada. Para

obtener una absorbancia de 0.7 = 0.01 a 750 nm se diluye con etanol al 20 %.
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Posteriormente, para determinar la capacidad antioxidante en los compuestos
hidréfilos, se colocaron en una microplaca 5 pL de extracto y 245 pL de la dilucién
de radicales ABTS (7 mM), dejando reposar durante 7 minutos en la oscuridad,
para los lipofilicos primero se agrega el radical ABTS y enseguida el extracto. La
absorbancia se midié con un lector de placas (AMR-100, ALLSHENG) con una
longitud de onda de 750 nm (Figura 4). El blanco se prepard con 250 pl de tampdn
fosfato (pH 7.0-7.2, 0.1 M). Para la determinacion del mismo en compuestos
lipdfilos, la extraccion se realiz6 con una solucién de hexano: acetona. Los
resultados se expresan como equivalentes de acido ascorbico en pmol por gramo

de peso seco (umol g~ ! peso seco).

Figura 4. Analisis de capacidad antioxidante ABTS en lector de microplaca (AMR-100,
ALLSHENG)

Analisis Estadistico
El cultivo fue establecido con un disefio factorial completamente al azar (3*7), el

primer factor fue las dosis de NaCl, y el segundo factor la aplicacién de NPs
teniendo 10 platas por tratamiento. El analisis de varianza y comparacién de
medias segun LSD Fisher (P < 0.05) se realiz6 en el software estadistico InfoStat
2018.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Variables agronémicas de pimento

En el peso de frutos se observaron diferencias significativas entre tratamientos
solamente cuando no hubo estrés (Tabla 2). El peso de frutos fue menor con la
aplicacion de NPs de Siy NPs de Cu respecto al control, independientemente de
la concentracion utilizada. Solamente las NPs de Se no afectaron el
comportamiento de esta variable. Mientras que cuando se aplico NaCl a 25y 50
mM en la solucién nutritiva ningun tratamiento fue diferente a su respectivo
control en esta variable. Sin embargo, se observé claramente que conforme se
incremento la cantidad de NaCl aplicada, disminuy6 el peso.

En el nimero de frutos no se observaron diferencias significativas tanto para las
plantas sometidas estrés y sin estrés salino (Tabla 2). Por otra parte, en la altura
de planta se presentaron diferencias significativas, para la aplicacion de NPs de
Si a 1000 mg L disminuyé la altura en comparaciéon con el control, esto
solamente para las plantas en donde no hubo estrés salino. Al igual que en 25
mM de NaCl la aplicaciéon de 200 mg L' de NPs de Si fue el Unico tratamiento
que mostré diferencia al disminuir la altura de la planta comparada con su
tratamiento control. Mientras que en concentraciones de 50 mM de NaCl las NPs
de Se a 10 mg L%, y NPs de Cu independientemente de la concentracion utilizada
se mostré una disminucion de altura comparado con sus respectivo control. Por
otra parte entre los tratamientos se puede observar que el aumento de estrés
salino, produce una disminucion en la altura de la planta.

Para el diametro de tallo, en las plantas sin estrés salino las NPs de Si a 1000
mg L* mostro diferencias al disminuir, comparada con el control. Para 25 mM de
NaCl solo la dosis de 200 mg Lt NPs de Si. present6 diferencias significativas al
disminuir un 12 % en comparacion con su control. Mientras que en los
tratamientos con 50 mM de NaCl la aplicacion de las diferentes NPs de Si a 200
mg L1, NPs de Cua 100 mg L1, NPs de Se en 10 y 50 mg L* mostraron un mayor

DT en comparacién con el control.
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Tratamientos PF NFP AP DT
NaCl (mM) NPsmgL?! (gplanta®) (cm) (mm)

3267.44 a 15.80 a-d 181.40 ab 17.99 ab
3406.25 a 17.50 a 177.40b 16.99 a-c

0 2968.88 ab 17.90 a 173.80 b 17.33 ab
2472.02 cd 12.30de 184.10 ab 18.27 ab

2721.92 bc 14.70 a-e  153.80 c 15.77c-e

2229.97 de 13.50 b-e 181.60 ab 18.38 a

2551.26 b-d 1430 a-e 190.50 a 18.02 a
Control 25 1763.35e-g 14.80a-e 133.20d 16.36 b-d

1702.33 fg 16.30 a-c  138.70d 15.23 de

1807.70e-g 15.40a-d 137.80d 15.22 de

25 1445.80 g-i 11.60 e 12150 e 14.35 ef
1487.76 f-h 16.30 a-c 139.5d 15.70 c-e

1839.73e-g 16.00a-d 141.80d 14.87 d-f
1917.18 ef 17.90 a 138.30d 16.24 b-d

Control 50 937.61 ] 17.90 a 106.4 fg 13.49f
922.71 ] 17.40 a 89.20 h 15.46 c-e
831.60 | 17.20ab  98.70 gh 15.50 c-e

50 990.00 i-j 18.00a  103.30fg 15.04 de
1032.19 h-j 15.20 a-e  112.00 ef 14.48 ef

959.98 | 1590 a-d 89.90h 15.32 de

934.63 | 14.70 a-e 90.80 h 15.00 d-f

CV (%) 28.57 27.5 9.29 11.03

Control: Sin NPs. Control 25: Sin NPs y con 25 mM de NaCl. Control 50: Sin NPs y con 50 mM
de NaCl. PF: peso de fruto. NFP: nimero de fruto por planta. AP: altura de plata. DT: didmetro de
tallo. CV: coeficiente de variacion. Letras diferente en las columnas son significativamente
diferente entre los tratamiento con base a la prueba de Fisher LSD (p<0.05).

En el peso fresco de tallo, peso seco de tallo y peso fresco de raiz (Tabla 3),

ninguno de los tratamientos mostraron diferencias significativas con su respectivo

control. Para la variable de peso seco de la raiz a 50 mM de NaCl solo la

aplicaciéon de NPs de Cu a 500 mg L' mostro diferencias significativas al

aumentar el peso seco de la raiz comparada con su respectivo control. Mientras

gue en esta misma variable a 25 mM de NaCl y donde no hubo estrés salino, no

mostros diferencias significativas con ninguno de los tratamientos de NPs

comparado con su respectivo control.



Tabla 3. Contenido de biomasa en los factores evaluados
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Tratamientos PFT PST PFR PSR
NaCl (mM) NPsmgL?! (gplantal) (gplantal) (gplantal) (g planta®)
Control 1273.56 ab 214.64ab 270.90a-d 35.36 a-e
Se 10 1268.46 ab 228.54ab 273.32a-d 34.42 a-e
0 Se 50 1305.60ab 242.20ab 272.06a-d 36.42 a-e
Si 200 1242.06 ab 214.02ab 188.18 b-d 28.36 b-e
Si 1000 1006.18 bc 183.96 b-d 240.88 a-d 34.42 a-e
Cu 100 1419.96 a 264.16 a 302.74a-c 42.30 a-c
Cu 500 1229.46 ab 217.68ab 277.88a-d 36.90 a-e
Control 25 1040.54 a-c 184.22 b-d 261.22a-d 40.62 a-d
Se 10 951.46 b-d 182.84b-d 255.48a-d 41.92 a-c
Se 50 946.02 b-d 167.36 b-e 258.04 a-d 35.60 a-e
25 Si 200 705.68c-e 117.62d-f 177.10cd 35.44 a-e
Si1000 1220.18ab 210.68ab 323.36ab 45.84 ab
Cu 100 720.78 c-e 128.28 c-f 191.06 b-d 26.66 b-e
Cu 500 1154.40 ab 200.12a-c 338.30a 51.30a
Control 50 495.20 e 77.36 f 175.68 cd 17.62 e
Se 10 666.66 c-e 108.24d-f 209.56 a-d 33.42 a-e
Se 50 595.60 de 85.60 f 201.36 a-d 26.40 b-e
50 Si 200 697.74 c-e 118.52d-f 269.90a-d 34.26 a-e
Si 1000 588.06 de 99.92 ef 156.62 d 19.94 de
Cu 100 526.06 e 74.74 f 150.58 d 21.80 c-e
Cu 500 684.12c-e 102.90ef 260.34a-d 41.82a-c
CV (%) 33.48 37.92 47.46 48.73

Control: Sin NPs. Control 25: Sin NPs y con 25 mM de NaCl. Control 50: Sin NPs y con 50 mM
de NaCl. PFP: peso fresco de planta. PST: peso seco de planta. PFR: peso fresco de raiz. PSR:
peso seco de raiz. CV: coeficiente de variacién. Letras diferente en las columnas son
significativamente diferente entre los tratamiento con base a la prueba de Fisher LSD (p<0.05)

La aplicacion de Silicio tiene poco efecto fisioldgicamente cuando no hay algin
tipo de estrés (Coskun et al., 2019). La altura de la planta de algodon disminuy6
con el aumento de la concentracién de NPs de Si al tratarse con 500 y 2000 mg
L-1(Le et al., 2014). Mientras que las NPs de Si en concentraciones de 1000 mg
Lt en Arabidopsis thaliana producen toxicidad, clorosis y disminuciéon del
desarrollo (Slomberg y Schoenfisch, 2012). Esto coincide con los resultados que
al aplicar NPs de Si a 1000 mg L* donde no hubo estrés salino, mostro una
disminucién en la altura de la plata y diametro de tallo esto pudo deberse a la
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toxicidad que puede producir en la planta de pimiento por la alta dosis de NPs de
Si. Méndez-Arguello et al., (2008) reportan que al aplicar NPs ZnO + Ag al
2.5% foliar en cultivo de pimiento se obtuvo un aumento en el crecimiento y
produccién. Stampoulis, et al., (2009) mencionan que al aplicar NPs de Cu
redujeron la longitud de la raiz en un 77% en cultivo de Cucurbita pepo en
hidroponia. Mientras que Sako et al., (2016) mencionan que al aplicar 200 uM de
Cu se aumento en el contenido de raiz asi como se aumento la cantidad de
proteinas involucradas en el metabolismo de los carbohidratos, la sintesis de la
proteina, la division celular y la sintesis de ATP, aumenta el suministro de
actividad de energia, aumenta el contenido de raiz. Esto coincide con los
resultados en los que las NPs de Cu en concentracién de 500 mg L en 50 mM
de NaCl estimularon el aumento de peso seco de raiz.

La salinidad reduce la capacidad de la planta para absorber agua, causando
senescencia, reduciendo el area fotosintética de las hojas lo que reduce la tasa
de crecimiento (Munns, 2002). Sairam y Tyagi, (2006) mencionan que la salinidad
afecta el crecimiento y el desarrollo debido al estrés osmatico, los efectos de los
iones toxicos de Na*, y el desequilibrio de nutrientes. Kurunc, et al., (2011)
reportan que la disminucion de rendimiento de pimiento con estrés no fue por la
cantidad de fruto sino que disminuye el peso medio. La planta de pimiento es
muy susceptible al estrés salino y este puede afectar su desarrollo y rendimiento
en diferentes dosis de NaCl, como se observé en los resultados en los cuales no
disminuy6 el nimero de frutos pero si el peso de estas.

Calidad del fruto de pimiento

En los resultados de firmeza en los tratamientos donde no hubo estrés salino solo
las NPs de Si a 200 mg L'! mostraron diferencias significativas, aumentado 41%
con respecto al control (Tabla 3). Mientras que a 25 mM de NaCl unicamente la
aplicacion de NPs de Si a 1000 mg L* mostré diferencias aumentado un 38%
comparada con su respectivo control. Para los tratamientos a 50 mM de NaCl no

se encontraron diferencias.
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En el pH de los frutos donde no hubo estrés salino, la unica dosis de NPs que
mostré diferencial fue la NPs de Cu a 500 mg L2, que present6 una disminucion
en el pH de 8% comparado con el control. Mientras que para los tratamientos con
25 y 50 mM de NaCl no se observaron diferencias significativas con sus
respectivos tratamientos control de sal.

Con respecto a la conductividad eléctrica (CE) en los tratamientos sin estrés
salino y 25 mM de NaCl no se observaron diferencias significativas. Mientras que
a 50 mM de NacCl el unico tratamiento que mostr6 diferencia fue la aplicacion de
200 mg L* NPs de Si al disminuir el 47 % en comparacion con su control.

En los resultados de sélidos solubles totales (SST), los tratamientos donde no
hubo estrés salino y a 25 mM NaCl no presentaron diferencias significativas con
su respectivo control de cada tratamiento. Los tratamientos a 50 mM de NacCl
solo la aplicacién de 50 mg L't NPs de Se mostré diferencias aumentando un 15
% comparado con su control 50, siendo este el tratamiento con el valor mas alto
de SST.

En los valores de potencial de éxido-reduccion, los tratamientos sin estrés salino
las NPs de Si y Cu mostraron diferencias al disminuir el ORP siendo los mejores
las NPs de Cu (100 y 500 mg L™1) al disminuir el 221 % y 195 % respectivamente,
en comparacion con el control. Mientras que a 25 mM de NaCl no mostraron
diferencias significativas comparadas con su control. A 50 mM de NaCl las NPs
de Cu a 500 mg L' y Si independientemente de la concentracibn mostraron
diferencias al disminuir el ORP comparada con el control.

La acidez titulable en los frutos donde no hubo estrés salino, las NPs de Si a 200
mg Lty Cu a 100 mg L* aumentaron un 83% y 112% respectivamente en
comparacion el control (Tabla 3). Mientas que a 25 y 50 mM no se observaron
diferencias significativas.

Los resultados de Juarez-Maldonado et al., (2016) mostraron que al aplicar NPs
Cu-quitosan aument6 la firmeza, la acidez titulable y el contenido de ORP
disminuyd, lo que indica mayor capacidad antioxidante en el fruto de tomate. Esto

coincide con los resultados en el que las NPs disminuyeron el ORP.
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El silicio puede retrasar la senescencia (Haddad et al., 2018; Markovich et al.,
2017) al aumentar la citoquinina. Lo que retardara la maduracion y se obtendra
mayor firmeza ya que la firmeza de la fruta esta relacionada con la madurez.
Pinedo-Guerrero et al., (2017) en sus resultados reportan una disminucion de pH,
con la aplicacion de Cs-PVA + 0.2 mg NPs Cu en chile jalapefio. El pH esta
determinado por el contenido de &cidos organicos y la disminucién del pH indica
el aumento de estos acidos(Anthon y Barrett, 2011). Por lo que las NPs de Cu en
chile pueden producir un aumento de acidos.

En el estudio realizado por Lopez-Vargas et al., (2018) mencionan que al aplicar
250 mg L' de NPs Cu la CE en el fruto de tomate aumenta. Filho et al., (2019)
mencionan que al aumentar la CE en remolacha promovio el aumento de la
acidez titulable y el contenido de solidos solubles. Por otra parte Hussein et al.,
(2019) al aplicar NPs de Se foliar a 20 y 40 ppm en tres variedades de mani, los
datos mostraron que en todos los cultivares, el contenido de TSS fue mayor al
aumentar la concentracion de los tratamientos de los NPs Se. En estrés salino la
NPs de Se a 50 aumento los SST, lo que indica que las NPs de Se puede

aumentar el contenido de azucares.
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Tratamientos Firmeza pH C.E SST ORP AT
(Nn?,\(;') :ZSL‘l (kg cm™?) (dScm?)  °Brix (mV) (% )

Control 5.34 b-d 537a 3.37a-c 7.40fh 13.33fg 0.24¢g

Se 10 4.49 d 5.3dab 4.41a 6.90 h 17179 0.29 fg
Se 50 586a-d 5.28a-c 4.10a 7.17 gh 217cf 0.36 e-g

0 Si 200 753a 530a-c 346a-c 6.68h -1.00 b-e 0.44 de
Si1000 6.03a-d 5.17af 3.62a-c 7.58e-h -217b-e 0.36e-g
Cu 100 6.81a-c 5.26ad 28lcd 7.92d-g -16.2 a 0.51 a-d

Cu 500 6.39a-c 493h 3.97ab 7.42fh -1267ab  0.37 ef
Control 25 5.02cd 5.21b-e 354ac 850b-e -7.33a-c 0.59a-c
Se 10 6.28a-d 5.16a-g 4.31.a 800d-g -1.33b-e 0.55a-d
Se 50 6.60a-c 5.11c-h 291b-d 9.00b-d -125ab 0.51a-d
25 Si 200 6.27a-d 5.16a-g 3.57a-c 867b-d -11.00ab 0.47c-e
Si 1000 6.93ab 5.15b-g 357a-c 8.83b-d -0.67b-e 0.47c-e
Cu 100 6.15a-d 5.16a-g 3.79a-c 8.17c-g -6.33a-d 0.50b-d
Cu 500 6.58a-c 5.14b-h 3.89a-c 823bf -883ac 0.47c-e
Control50 5.86a-d 5.03d-h 4.08ab 9.00 b-d 15.5fg 0.52 a-d

Se 10 6.23a-d 4.95gh 397ab 9.03bc 6.00d-g 0.6lab
Se 50 6.04a-d 50le-h 41l1a 10.33a 9.83e-g 0.56a-c

50 Si 200 525b-d 5.04d-h 2.16d 9.20bc -240b-e 0.61ab
Si1000 5.97a-d 5.08c-h 4.29a 9.33ab -6.83 a-d 0.63 a
Cu 100 586 a-d 4.98f-h 3.35a-c 9.17 bc 2.33cf 0.52ad
Cu 500 596a-d 5.02e-h 3.76a-c 9.00b-d -4.83a-d 0.52a-d

CV (%) 26.08 3.67 26.51 10.49 717.34 20.085

Control: Sin NPs. Control 25: Sin NPs y con 25 mM de NaCl. Control 50: Sin NPs y con 50 mM
de NaCl. CE: conductividad eléctrica, SST: solidos solubles totales; ORP: potencial de 6xido
reduccion; AT: acidez titulable. CV: coeficiente de variacion. Letras diferente en las columnas son
significativamente diferente entre los tratamiento con base a la prueba LSD (p< 0.05)
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Compuesto antioxidantes no enzimaticos de hoja y fruto de pimiento

Los resultados de clorofilas, proteinas, GSH, fenoles totales y flavonoides se
presentan en la Tabla 5.

El contenido de clorofila a en los tratamientos donde no hubo estrés salino, la
aplicacion de NPs de Se 10 y Si a 1000 mg L™ no afectaron el contenido, mientras
que las demas dosis de NPs mostraron diferencias significativas, al disminuir la
cantidad de clorofila a en comparaciéon con el control. En 25 mM de NaCl no se
encontraron diferencias con su respectivo control. Por otra parte, en los
tratamientos a 50 mM de NaCl, solo la aplicaciéon de NPs de Si a 1000 mg L no
mostré diferencia, mientras que las demas dosis de NPs aumentaron el contenido
de clorofila a en comparacién con su control.

En la clorofila b en los tratamientos sin estrés salino las NPs de Se a 10 mg L
no mostro diferencias, mientras que las otras dosis de NPs, mostraron diferencias
significativas al disminuir el contenido comparado con el control. A 25 mM de
NacCl la unica dosis de NPs que mostro diferencias fue la aplicacion de NPs de
Se a 50 mg L al aumentar el contenido de clorofilas b con un 74 % con su
respectivo control. Con una salinidad de 50 mM de NacCl solo las NPs de Cu,
independientemente de la concentracién, mostraron diferencias significativas al
aumentar el contenido de clorofila b con respecto a su control (Tabla 5).

Para los resultados de clorofilas totales, en los tratamientos donde no hubo estrés
salino, la aplicacién de las NPs mostraron diferencias al disminuir el contenido
con su respectivo control, solo la dosis de NPs de Se a 10 mg L no mostro
diferencias. Mientras que en los tratamientos a 25 mM de NaCl la aplicacion de
NPs de Se 50 a mg L? fue el Unico tratamiento que mostro diferencias al
aumentar 32 % comparado con su respectivo control. Con 50 mM de NacCl las
NPs de Se a 50 mg L, Si a 200 mg L, las NPs de Cu independientemente su
concentracion, mostraron diferencias al aumentar el contenido de clorofila totales,
comparadas con su respectivo control.

En proteinas en los tratamientos donde no hubo estrés salino la aplicacién de las
NPs, mostrando diferencias al aumentar el contenido, con respecto al control. A

25 mM de NacCl los Unicos tratamientos que mostraron diferencias significativas
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fue la aplicacién de NPs de Se a 10 mg L al aumentar un 14% mientras que las
NPs de Cu a 100 mg L? el contenido de proteinas disminuyé 16 % en
comparacion con su respectivo control. Por otra parte en los tratamientos a 50
mM de NacCl, solo la aplicacion de NPs de Si y Cu independientemente de la
concentracion, mostraron diferencia al disminuir de proteinas comparado con su
respectivo control.

En la variable de GSH, los tratamientos donde no hubo estrés salino y con la
aplicacion de NaCl no mostraron diferencias significativas con su respectivo
control de cada tratamiento.

Por otro lado los niveles de fenoles totales en el tratamiento donde no hubo estrés
salino la Unica dosis de NPs que mostro diferencias fue la aplicacion de NPs de
Cu a 100 mg L al aumentar 29% en comparaciéon con el control (Tabla 5).
Mientras que a 25 mM de NaCl solo las NPs de Cu a 500 mg L mostré
diferencias al disminuir en comparacion con su respectivo control. Los
tratamientos a 50 mM de NaCl no mostraron diferencias significativas con su
tratamiento control.

Los resultados de contenido de flavonoides donde no hubo estrés salino, solo la
aplicacion de NPs de Se a 50 y Si a 200 mg L mostraron diferencial al disminuir
el contenido, comparado con el control. Por otra parte a 25 mM de NaCl se
encontré una disminucion con la aplicacion de NPs de Si, independientemente
de la concentracion, respectivamente con el control. Los tratamientos a 50 mM
de NaCl, unicamente la aplicacion de NPs de Se a 10 mg L'* mostré diferencias

al disminuir el 23% comparado con su control.
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Tabla 5. Compuestos antioxidantes no enziméticos en hoja de pimiento morrén

Tratamientos Clorofilaa Clorofilab Clorofila T Proteinas GSH Fenoles Flavonoides
NacCl NPs (mg100 gt (mgl00g! (mgl00g* (mgg! (mmol100 (mgg? (mg 100
(mM) mg L? PF) PF) PF) PS) glPS) PS) gl PS)
Control 20.70 a 9.34 a 30.04 a 100.28 h 9.79 e-h 25.44 c-g 449.45 a
Se 10 18.38 ab 7.45 ab 25.83ab 153.84 a-c 6.72 h 22.45 f-h 453.31a
Se 50 15.72 b-e  6.57 cf 22.29 bf 157.15a-c 11.16c-g 29.04 a-e 358.97 b-f
0 Si 200 16.70b-d 6.88b-e 23.57b-e 14990bc 12.22b-g 21.07 gh 330.39d-g
Si 1000 17.09a-c 7.00b-e 24.09b-d 145.24b-e  9.00 gh 31.27 a-c 434.12 ab
Cu 100 11.65 f-g 5.00 e-f 16.65fg 144.88b-e 11.04c-g 3291 a 395.57 a-d
Cu 500 14.05 cf 6.38 c-f 20.43 b-f 161.18 ab 9.26 f-h 25.76 b-g 396.02 a-d
Control 25 13.50 c-f 5.02d-f 18.52d-g 14757b-d 1499a-c 27.00 a-g 381.28 a-e
Se 10 14.61 b-f 6.23 c-f 20.84 b-f 149.72bc  13.53b-e 29.76 a-d 401.97 a-d
Se 50 15.73 b-e 8.76 ab 2450a-c 168.98 a 15.35 ab 24.01 d-h 376.97 a-e
25 Si 200 14.82 b-f 6.11 c-f 20.94 b-f 153.75 a-c 18.36 a 31.96 ab 278.01 g
Si1000 12.73e-g 5.62cf 1835e-g 141.48cf 1485a-c 25.08 c-h 299.59 fg
Cu 100 1295d-g 5.60cf 1855d-g 123.30¢g 12.60 b-g  23.26 e-h 367.00 b-f
Cu 500 11.71 f-g 5.16 d-f 16.87fg 146.14b-d 14.53 a-c 18.95 h 357.18 c-f
Control 50 9.52¢ 450 f 14.03 g 150.17 bc 12.98 b-f  29.11 a-e 407.18 a-c
Se 10 14.26 cf 5.19d-f 19.45c-g 142.73c-e 13.77b-d 24.71d-h 312.53 e-g
Se 50 16.83 a-d 6.55c-f 23.38b-e 150.97bc 11.60b-g 29.76 a-d 393.49 a-d
50 Si 200 15.06 b-f 6.19 c-f 21.25bf 120.61¢g 10.52 d-h  28.41 a-f 446.92 a
Si1000 12.24e-g 5.12d- 17.35fg 130.64d-g 13.09b-f 27.12 a-g 408.82 a-c
Cu 100 15.87b-e 7.19b-d 23.06b-e 128.76e-g 11.48b-g 31l.21 a-c 415.66 a-c
Cu 500 17.04a-c 7.12b-d 24.17b-d 12545fg 13.65b-e 25.73 b-g 389.92 a-d
CV (%) 20.86 26.18 21.32 9.6 25.35 19.35 15.91

Control: Sin NPs. Control 25: Sin NPs y con 25 mM de NaCl. Control 50: Sin NPs y con 50 mM de NaCl. GSH: Glutation reducido; PF: Peso fresco;
PS: Peso seco. CV: coeficiente de variacion. Letras diferente en las columnas son significativamente diferente entre los tratamiento con base a la
prueba de Fisher LSD (p<0.05).
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Los resultados de B-caroteno, carotenoides amarillos, proteina, GSH, fenoles y
flavonoides del fruto de pimiento mostraron diferencias significativas (Tabla 6).
En el B-caroteno del fruto de pimiento, los tratamientos donde no hubo estrés
salino, con las NPs, no mostré diferencias con el control. Mientras que a 25 mM
de NacCl, la unica dosis de NPs que mostro diferencias, fue la aplicacién de NPs
de Cu a 500 mg L* al aumentar el 64% comparada con su respectivo control. A
una concentracion de 50 mM de NaCl no se observaron diferencias significativas
con respecto a su control.

El contenido de carotenoides amarillos los tratamientos sin estrés salino, no
mostraron diferencias significativas con la aplicacion de NPs, respecto al
tratamiento control. A diferencia de 25 mM de NaCl, que con la aplicacion de NPs
de Sia 200 mg L'y NPs de Cu a 500 mg L%, mostraron diferencias significativas
al aumentar un 36 % y 31 %, respectivamente con su control. Por otra parte los
tratamientos a 50 mM de NacCl, solo la NPs de Si a 1000 mg L, no mostro
diferencias significativas con su respectivo control, mientras que las demas dosis
de NPs, independientemente de la concentracion, mostraron diferencias
significativas al aumentar la cantidad de carotenoides, siendo la mejor la NPs de
Se a 50 mg L al incrementar el 83 % (Tabla 6).

En la variable de vitamina C, en los frutos donde no hubo estrés salino, la
aplicacion de NPs de Si a 1000 y Cu a 100 mg L no mostraron diferencias
significativas, mientras que en las deméas dosis de NPs se observd una
disminucion respecto al control. Por otra parte, con 25 mM de NaCl, no se
observaron diferencias significativas con su respectivo control. Para los
tratamientos con 50 mM de NacCl, en las dosis de las NPs de Sia 1000 y Cu a
100 mg L no se observaron diferencias, con su respectivo control, mientras que
las deméas dosis de NPs mostraron diferencias al aumentar el contenido de
vitamina C.

En el contenido de proteinas los tratamientos donde no hubo estrés salino no
mostraron diferencias significativas con su respectivo control. Mientras que a 25
mM de NacCl, solo en la dosis de NPs Si a 200 mg L1, se observaron diferencias

al disminuir el 35 %, en comparacion con su respectivo control. En el tratamiento
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con 50 mM de NaCl, la aplicacion de NPs de Se a 50 y Si a 200 mg L? no
mostraron diferencias significativas, mientras que las demas dosis de NPs
disminuyeron la cantidad de proteinas en comparacion con su respectivo control
de sal.

En glutation reducido la incorporacién de NPs en los tratamientos donde no hubo
estrés salino y con 25 mM de NaCl, no se observaron diferencias con su
respectivo control. Para 50 mM de NaCl solo se encontraron diferencias al aplicar
las NPs de Se a 50 y Cu al00 mg L7, al incrementar el 27% y 23%
respectivamente con su control.

En el contenido de fenoles de los frutos, en los tratamientos donde no hubo estrés
salino, solo la dosis de NPs de Se a 10 y Si a 200 mg L™, no mostraron diferencias
significativas, mientras que las demas dosis de NPs incrementaron contenido de
fenoles siendo mejor la aplicacién de NPs de Cu al100 mg Lt al aumentar el 86%,
comparado con su control. En concentracion de 25 y 50 mM de NaCl, las NPs no
mostraron diferencias significativas en comparacion con su respectivo control.

El contenido de flavonoides de frutos en los tratamientos sin estrés salino las
Unicas dosis de NPs que se observaron diferencias al aumentar el contenido fue
en las NPs de Se 10 y Si 1000 mg L1, con 33 % y 46 % respectivamente en
comparacion con su control. Para 25 mM de NaCl no mostraron diferencias
estadisticas con su respectivo control. En 50 mM de NaCl las NPs aumentaron
el contenido de flavonoides, siendo mejor las NPs de Se a 50 mg L*! al
incrementar 168 % en comparacion con su respectivo control de sal, siendo este
el resultado mas alto del contenido de flavonoides entre los tratamientos con y
sin estrés (Tabla 6).

Hussein et al., (2019) informaron que se obtuvo un mayor contenido en clorofila
al aumentar la dosis de NPs Se en cultivo de mani. Avestan et al.,( 2019)
informaron un efecto positivo en las clorofilas al aplicar NPs SiOz en fresas en
condiciones de estrés salino. Houimli et al., (2010) quienes mostraron una
reduccion de clorofila a de 15.6 % y en clorofila b 39.2 % lo que lleva a una

produccion de clorofila a/b en pimiento con estrés salino. La disminucion de la
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sintesis de la clorofila en condiciones de NaCl puede deberse a la disminucion
de la sintesis de acido 5-aminolaevulinico (Santos, 2004).

Los carotenoides son metabolitos secundarios que participan en la fotosintesis
biosintesis de fitohormonas, y como antioxidantes (Cao et al., 2015), el contenido
de carotenoides puede cambiar con la maduracion (Deepa, et al., 2007). En
aplicacion de NPs de Cu a 2.5 mg L' aumenta un 50 % el contenido de
carotenoides (B-caroteno, violaxantina y luteina) pero en dosis mas alta la
cantidad de carotenoides disminuye en hoja de Oryza sativa (Da Costa y Sharma,
2016). Sin embargo en cultivo de fresa el aumentar la dosis de NPs de SiOz2a
100 mg L* aumenta el contenido de carotenoides (Avestan et al.,2019). Por su
parte Ghadakchi et al., (2019) mencionan que el contenido de carotenoides en
condiciones de estrés salino mostré un aumento, y al aplicar NPs de hierro (0.8
ppm) y el NPs Si (2 mM) aumentaron el contenido de carotenoides en
concentraciones de estrés salino en uva.

El &cido ascorbico esta involucrado en la respiracion de la planta, y es reconocido
por ser donador de electrones (Hao et al., 2019), ademas su alto contenido en la
fruta da mayor calidad de postcosecha (Bae et al., 2014). Quiterio-Gutiérrez et
al., (2019) reportan que la aplicacibn de NPs Se con NPs Cu, aumenta el
contenido de Vitamina C en los frutos de tomate. Mientras que Hernandez-
Fuentes et al.,(2017), también en los frutos de tomate pero en condiciones de
estrés salino a 50 mM de NacCl, la aplicacion de NPs de Cu no observo diferencias
significativas. La aplicacion de 10 mg L' de NPs de Cu+ PVA quitosan
aumentaron el contenido de vitamina C en condiciones de estrés salino (100 mM
de NacCl) en el fruto de tomate. Por lo tanto, las aplicaciones de NPs Se ayudaron
a la concentracion de vitamina C en el fruto de plantas de pimiento en condiciones
de estrés salino (50 mM NacCl).

El contenido de proteinas en las raices de algodoén transgénico aumentd, al
incrementar la concentracion de NPs SiOz2en 10 a 2000 mg L (Le et al., 2014).
En proteinas Juarez-Maldonado et al., (2016) no encontraron diferencias
significativas, al aplicar NPs Cu con quitosan en tomate. El glutation regula
actividades metabdlicas, entre ellas manteniendo el estado reducido de la
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zeaxantina, la desnaturalizacion de las proteinas en condiciones de estrés
ademas de servir como sustrato para la glutation peroxidasa (Hasanuzzaman et
al., 2017). La adicién de selenio en plantula con estrés salino aumenta el
contenido de GSH (Hasanuzzaman et al., 2011). Por su parte Ruiz y Blumwald,
(2002) observaron tres veces mas contenido de GSH en canola silvestre en
estrés salino. El glutation reduce el estrés oxidativo protegiendo y estabilizando
la membrana plasmatica esto ayuda a reducir el Na* lo que mejora la tolerancia
al estrés salino en la planta (Hasanuzzaman et al., 2017).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que puede neutralizar los
radicales libres pueden modular la actividad de las enzimas involucradas en los
procesos de desintoxicacion, oxidacion y reduccion (Carvalho et al., 2015). La
aplicacion de NPs de Cu con hidrogel de quitosan-PVA aumenta el contenido
de fenoles totales 53% en las hojas de tomates en condiciones de estrés salino
(Hernandez-Hernandez et al., 2018). Por su parte Hernandez-Fuentes et
al.,(2017) observo que en frutos de tomate bajo estrés salino, aumentaba el
contenido de fenoles totales al aplicar las NPs de Cu. La aplicacion de NPs de
Se en dosis de 1 -10 mg L1, en cultivo de tomate con estrés salino de (50 Mm)
aumento el contenido de fenoles en hoja (Morales-Espinoza et al., 2019).
Quiterio-Gutiérrez et al., (2019) mencionan que la aplicacién de NPs de Cuy Se
no influyeron en el contenido de flavonoide en la hoja de tomate. Cumplido-Néjera
et al., (2019) al aplicar NPs Cu y Silicato de potasio, no obtuvo un aumento en el
contenido de flavonoides. Sin embargo en estos resultados la aplicacion de las
NPs en alta dosis de sal favorecio el contenido de flavonoides en los frutos,

aumentando su mecanismo de defensas, frente al estrés salino.
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Tabla 6.Contenido de compuestos antioxidantes no enzimaticos de fruto de pimiento

Tratamientos B-caroteno Carotenoides Vitaminas C Proteinas GSH Fenoles Flavonoides
NacCl NPs (mg100 gt Amarillos (mg (mg 100 g* 4 (mmol 100 (mg g* (mg 100g*
(mMM) mglL?  PS) 100g1PS)  PF) (Mg g=*PS) 11pg) PS) PS)
Control 17.22 ef 129.76 h-j 115.1 a-c 244.48 a 12.92 d-g 21.65f 246.60 gh
Se 10 17.71 ef 123.61 87.65 e-g 244.48 a 13.53 c-g 26.41 ef  283.81 d-h
Se 50 19.96 d-f 130.81 h-j 85.71 fg 246.27 a 12.22 e-g 31.32c-e 328.31c-
0 Si 200 14.22 f 102.34 | 88.00 e-g 229.25 ab 13.71 c-g 25.72 ef  271.16 e-h
Si 1000 23.40 a-f 142.01 g-j 109.30 a-e 217.61a-c 13.94b-g 30.35c-e 360.30 a-d
Cu 100 16.00 f 129.34 h-j 101.02 c-f 223.88 ab 11.759g 40.30 ab  286.34 d-h
Cu 500 16.66 ef 113.92 jj 88.18 e-g 229.25 ab 12.16 f-g 35.36 a-d  222.34 hi
Control 25  22.45 b-f 194.27 d-g 108.59 a-e  205.07 b-d  13.85c-g 34.37 a-d  298.54 d-h
Se 10 30.53 a-e 188.77 e-g 125.49ab  205.07 b-d 14.12 b-g 30.59 c-e  334.86 c-f
Se 50 25.31 a-f 178.91 e-h 117.39a-c  184.65cd 15.32 a-e 32.34c-e 348.10 b-e
25 Si 200 36.22 ab 264.54 ab 125.31 ab 133.42 f 15.67 a-d 33.00 b-e  314.62 d-g
Si 1000 20.76 c-f 213.63 b-f 130.77 a 173.81 de 13.80 c-g 41.52 a 255.98 f-h
Cu 100 34.83 a-c 216.69 b-f 11264 a-d 211.79 a-c 15.08 a-f 31.85c-e 233.95g-i
Cu 500 37.04 a 254.83 a-c 10754 bf  226.12 ab 14.53 b-g 3144 c-e 279.34d-h
Control 50 28.23 a-f 164.40 f-i 71.98 g 204.71 b-d  13.86 c-g 29.92 c-e 161.78 i
Se 10 37.58 a 243.24 b-d 115.10 a-c 12491 f 16.08 a-c 31.52c-e 254.49f1g
Se 50 34.31 a-d 301.23 a 119.68 a-c =~ 147.30 ef 17.72 a 34.92a-d 434.12a
50 Si 200 28.14 a-f 218.63 b-e 102.08 c-f 137.81f 16.25 a-c 36.79 a-c 397.36 a-c
Si 1000 22.37 b-f 207.34 c-f 90.82 d-g 147.12 ef 13.47 c-g 28.31d-f 338.28 c-e
Cu 100 37.19a 221.58 b-e 77.26 g 133.24 f 17.07 ab 32.75b-e 426.38 ab
Cu 500 18.31 ef 221.86 b-e 99.79 c-f 131.72 f 13.80 c-g 32.30c-e 359.11 a-d
CV (%) 44.64 22.68 17.19 14.7 17.48 18.79 21.06

Control: Sin NPs. Control 25: Sin NPs y con 25 mM de NaCl. Control 50: Sin NPs y con 50 mM de NaCl. GSH: Glutation reducido. PF: Peso fresco.
PS: Peso seco. CV: coeficiente de variacion. Letras diferente en las columnas son significativamente diferente entre los tratamiento con base a la
prueba de Fisher LSD (p=<0.05).
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Compuestos enzimaticos en hoja y fruto de pimiento morrén

La actividad enzimética evaluadas en hojas, mostraron diferencias significativas
en las variables GPX, PAL, CAT y APX y se muestra en la Tabla 7.

Los tratamientos en donde no hubo estrés salino, la aplicacion de NPs de Se a
50 y NPs de Si a 200 mg L condujo en un aumento de la actividad en un 70% y
69% respectivamente comparada con el control en la variable GPX en las hojas.
Mientras que a 25 mM de NacCl solo la dosis de NPs Si a 200 mg L* mostro
diferencias al incrementar el 34% en comparacion con su tratamiento control 25.
La aplicacion de NPs de Se, Siy Cu en los tratamientos con 50 mM de NacCl,
mostré un efecto positivo, en comparacion con su respectivo control, siendo las
NPs de Se a 10 mg L* el mejor, al aumentar el 58%.

La actividad PAL en las hojas donde no hubo estrés y a 50 mM de NaCl, no se
vio modificada por la aplicacion de las NPs, al no observarse diferencias
significativas con su respectivo control de cada tratamiento. Por otra parte a 25
mM de NaCl, las dosis de NPs de Cu independientemente de la concentracion,
disminuyeron la actividad con respecto a su control.

La actividad enzimética CAT de hojas, los tratamientos donde no hubo estrés
salino, la aplicacion de NPs no modificé la actividad de la enzima. Mientras que
a 25 mM de NacCl, solo la aplicacion de NPs de Si a 1000 mg L™ mostro
diferencias al aumentar 315% la actividad enzimatica comparada con su
tratamiento control. En los tratamientos con 50 mM de NacCl en la Unica dosis de
NPs que se observaron diferencias fue con la aplicacion de NPs de Se a 10 mg
Lt al aumentar un 123 % comparado con su respectivo control.

En la actividad enzimatica APX de hoja, en los tratamientos donde no hubo estrés
salino y con 50 mM de NaCl no se observo diferencias significativas con su
respectivo control, al aplicar las NPs. Sin embargo a 25 mM de NaCl solo las NPs
de Cu independientemente de la concentracion mostraron diferencias al disminuir

la actividad enzimatica, comparada con su respectivo control.
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Tratamientos GPX PAL CAT APX

NaCl(mM) NPsmglL! (Ug'TP) (Ug'TP) (Ug'TP) ((UQg'TP)
Control 27131 8.14 e-i 38.88 ef 144.74 bc
Se 10 27.82 hi 3.48i 35.03 f 109.55 c-f
Se 50 46.15 b-e 12.91 b-f 32.26 f 111.55c-e

0 Si 200 4586 c-e 11.71d-g 38.49 ef 93.12 cf

Si 1000 36.06 e-i 14.38 b-e 26.00 f 89.26 c-f

Cu 100 32.79 f-i 9.95 e-i 27.86 f 99.32 cf

Cu 500 28.70 hi 10.71 e-h 32.17 f 89.26 c-f
Control 25  41.77 e-g 19.01 ab 39.56 e-f 186.67 ab
Se 10 37.47 e-i 18.27 a-c 79.07 c-f 129.71 b-d
Se 50 46.58 b-e 21.02 a 91.33c-e  133.87 b-d

25 Si 200 56.25 a-d 22.13 a 90.58 c-e 213.92 a
Si 1000 44,54 d-f 17.95 a-d 164.38 ab 146.44 bc

Cu 100 33.12 f-i 12.02 c-g 41-54 e-f 68.48 d-f

Cu 500 31.64 g-i 6.91 f-i 65.89 d-f 43.80 f

Control 50 39.30 e-h 7.39 f-i 75.07 c-f 50.91 ef

Se 10 62.22 a 8.04 e-i 172.31a 62.51 ef
Se 50 56.19 a-d 5.97 g-i 121.38 a-c  105.03 c-f
50 Si 200 56.00 a-d 5.14 h-i 112.21 b-d 104.43 c-f
Si 1000 56.87 a-c 7.81 f-i 110.00 c-d 101.74 c-f

Cu 100 57.45 a-c 8.20 e-i 122.22 a-c 68.48 d-f
Cu 500 57.81 ab 8.18 e-i 107.01c-d 103.28 c-f

CV (%) 21.31 45.41 55.41 49.00

Control: Sin NPs. Control 25: Sin NPs y con 25 mM de NaCl. Control 50: Sin NPs y con 50 mM
de NaCl. GPX: Glutation peroxidasa. PAL: Fenilalanina amonio liasa. APX: Ascobato peroxidasa.
CAT: Catalasa. TP: Total de proteinas. CV: Coeficiente de variacion. Letras diferentes en la
columna son significativamente diferentes entres los tratamientos con base a la prueba Fisher
LSD (p < 0.05)

En los frutos de pimiento, los resultados de compuestos enzimaticos de GPX,
PAL, CAT, APX mostraron diferencias significativas como puede verse en la
Tabla 8.

En las enzimas GPX en los frutos, la aplicacion de NPs mostré diferencias al
disminuir los tratamientos donde no hubo estrés salino en comparacién con el

control. Mientras que a 25 mM de NaCl se observaron diferencias en las NPs Si
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a 200 mg L*y Cu con 100 y 500 mg L, se obtuvo un aumento de 19%, 24% y
40% respectivamente con su tratamiento control. El tratamiento a 50 mM de NacCl
en la aplicacion de NPs de Sia 200 mg Lt y NPs de Se a 10 mg L se observo
diferencias al aumentar un 32 y 14% respectivamente en comparacion con su
control.

Los tratamientos PAL en los frutos donde no hubo estrés salino, al aplicar las
NPs de Cu a 100 y Se a 50 mg L se observé diferencias al disminuir el 72% y
90% respectivamente comparado con su control (Tabla 8). Mientras que para los
tratamientos de 25 mM NaCl las NPs de Cu a 100 y 500 mg L, mostro diferencias
al aumentar la actividad de 74% y 82% respectivamente en comparacion con el
control. A 50 mM de NaCl solo se observo diferencia con la aplicacién de NPs de
Cu a 100 mg L que aumentd un 82 % la actividad en comparaciéon con su
respectivo control.

Para la catalasa de los frutos, los tratamientos donde no hubo estrés salino y a
50 mM de NaCl no se observaron diferencias significativas entre tratamientos.
Mientras que a 25 mM de NaCl, solo se observo diferencias con la aplicacion de
NPs de Cu a 500 mg L* que aument6 un 111% comparado con su respectivo
control.

En la actividad de APX en fruto, donde no hubo estrés salino, se observo
diferencias con la aplicacion de NPs de Se a 50 y Cu a 500 mg L* que disminuy6
un 56% y 51% respectivamente, comparada con el control. Mientras que a 25
mM de NaCl las NPs de Si a 200 y Cu a 500 mg L™! fue diferente a su control, al
aumentar un 76% y 82%. Sin embargo a 50 mM de NaCl las NPs no mostraron
diferencias significativas con su control.

El selenio ejerce un poder antioxidante a través de la glutation peroxidasa (Wang
et al., 2007), la facilidad de la NPs Se para penetrar la célula o tejidos, han
permitido que sean capases de inhibir la acumulacion de ROS y proteger la
actividad de GPX (Zhai et al., 2017). La aplicacién de 20 mg L de Se NPs,
aumento la actividad de GPX en los frutos de tomate (Quiterio-Gutiérrez et al.,
2019). La aplicaciéon de NPs de Se a 50 y Si a 200 mg L* estimulé el contenido
de GPX en la hojas, mientras que con estrés salino las NPs de Se, Siy Cu
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estimularon la actividad de GPX, como defensa para disminuir el dafo por
salinidad. Zhu, et al, (2004) mencionan que la resistencia al estrés salino se debe
al aumento de GPX, APX, CAT que previenen el dafio oxidativo de la membrana,
causada por la salinidad y la aplicacion de silicio aumenta el contenido de estos
antioxidantes enziméaticos.

La catalasa es un antioxidante enzimético que descompone el H202 (Gebicka y
Krych-Madej, 2019). Al nutrir la planta de canola (Brassica napus L.) con silicio en
condiciones de estrés salino aumentaba la actividad enzimatica de catalasa,
ademas de que el silicio disminuye el contenido de Na* en la planta, lo que mejora
la capacidad para eliminar el ROS (Hashemi, et al., 2010). La aplicacion de NPs
de Si influyo en el aumento de CAT en la calabaza en condiciones de estrés
salino de 120 mM de NacCl (Siddiqui et al., 2014). Mientras que Hussein et al.,
(2019) mostraron que la actividad de la CAT, en cultivares de mani, disminuyo
con las NPs Se en suelo arenosos. Sin embargo en este trabajo las NPs de Se a
10 mg L? en 50 mM de NaCl aumentaron la actividad de la CAT de las hojas al
igual que las NPs de Si como se mencioné anteriormente, de esta forma la
catalasa controla el dafio oxidativo producido por el estrés salino.

Tamez et al., (2019), APX disminuyo un 40% en tejidos de raiz, en 50 mg k' de
NPs de Cu en Curcubita pepo. En Brassica juncea L. en concentraciones de 200
- 500 mg Lt NPs de CuO inhibe la cantidad de APX (Nair y Min, 2015). Esto
coincide con los resultados que en ambas concentraciones de NPs de Cu
disminuya la actividad de APX en las hojas. Por otra parte, el silicio aumento el
APX en la hoja de pepino en condiciones de estrés salino de 50 mM de NaCl
(Khoshgoftarmanesh et al., 2014), esto se confirma con el trabajo de Wang et al.,
(2011) que muestran que al agregar silicio en alfalfa, se aumenté la actividad de
APX en hojas y raiz en condiciones de estrés salino. En la aplicacion de NPs SiO2
aumento la actividad de enzimas antioxidantes de APX en Cucurbita pepo L. con
estrés salino a 120 mM de NacCl (Siddiqui et al., 2014). Las NPs de Si aumenta
la actividad de APX en 25 mM de NaCl en la planta de pimiento sin embargo a

50 mM no muestra diferencias esto puede deberse al alto estrés a la que se
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sometid la planta de pimiento, ya que el efecto puede variar con la especie de la
planta y la salinidad.

PAL es de importancia debido a que representa el paso fundamental en la
biosintesis de los fendlicos, al producir esqueletos de acido trans-cinamico a
partir de fenilalanina (Kovacik et al., 2009). Cumplido-N4jera et al., (2019)
reportaron que la aplicacion de dosis 250 de NPs Cu + 184 Silicato de potasio, la
actividad de PAL en planta de tomate con Clavibacter michiganensis, se vio
favorecida al aumentar un 200%, mientras que en el fruto aumento el 153%. En
la aplicacion de las NPs no mostro un efecto positivo para las hojas sin embargo
en el fruto la aplicacion de NPs de Cu aumento en condiciones de estrés salino.



Tabla 8. Compuestos enzimaticos de la fruta de pimiento

Tratamientos GPX PAL CAT APX

NaCl(mM) NPsmgL?! (Ug'TP) .Igg)g 1 (Ug'TP) (Ug'TP)
Control 70.35bc  7.33 b-e 47.80 a-e 336.03 a-e
Se 10 45.78 gh 6.52 d-f 26.38 d-f 347.66 a-e

Se 50 46.59 gh 0.69 h 23.10 ef 147.82 g
0 Si 200 5459 e-g 8.42a-d 43.30 b-f 297.50 b-g
Si 1000 57.04 d-f 3.70 e-h 29.10 c-f 265.93 c-h
Cu 100 48.03 f-h 2.08 gh 35.12 c-f 224.12 e-h

Cu 500 41.85 h 3.47 e-h 21.84 ef 163.62 gh
Control 25 53.89e-g 6.52d-f 29.48 c-f 229.13 d-h
Se 10 47.86 f-h 2.88 f-h 22.38 ef 248.21 d-h
Se 50 51.49 f-h 6.92c-f 18.00 f 233.67 d-h
25 Si 200 64.53 cd 6.80 c-f 54.42 a-c 401.67 a-c
Si 1000 57.12d-f 10.06 a-d  36.86 b-f 191.68 f-h

Cu 100 67.33bc 11.40ab  49.92 a-d 303.67 b-f
Cu 500 75.69 b 11.89 a 62.22 ab 418.00 a-b
Control 50  65.61 cd 6.11 d-g 49.82 a-d 363.05 a-d
Se 10 75.45b 7.18 b-f 36.04 b-f 362.45 a-d

Se 50 62.34c-e  7.03 b-f 38.56 b-f 304.20 b-f

50 Si 200 87.22a 10.02 ad 72.68 a 459.88 a
Si 1000 69.34 bc 7.03 b-f 32.44 c-f 318.03 b-f
Cu 100 65.32cd 11.16a-c  45.92 b-e 261.59 d-h

Cu 500 67.29 bc  6.99. b-f 37.92 b-f 304.36 b-f

CV (%) 12.82 51.08 54.55 39.77

Control: Sin NPs. Control 25: Sin NPs y con 25 mM de NaCl. Control 50: Sin NPs y con 50 mM
de NaCl. GPX: Glutatién peroxidasa. PAL: Fenilalanina amonio liasa. APX: Ascobato peroxidasa.
CAT: Catalasa. TP: Total de proteinas. CV: coeficiente de variacion. Letras diferentes en la
columna son significativamente diferentes entres los tratamientos con base a la prueba Fisher
LSD (p <0.05)

Capacidad antioxidante en hoja y fruto de planta de pimiento

La capacidad antioxidante hidrofilico en hojas, donde no hubo estrés la aplicaciéon
de NPs de Si 1000 y Cu a 100 mg L* se observé diferencia al aumentar la
capacidad antioxidante en un 8 % y 7% respectivamente comparado con el
control. Para los tratamientos a 25 mM de NaCl en las NPs que se observaron
diferencias fue en las NPs de Se a 50 mg L que disminuy6 un 5 %, mientras que
las NPs de Si a 200 mg L' aumento el 7% los compuestos hidrofilicos,
comparada con su respectivo control. Mientras que a 50 mM de NaCl solo la dosis
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de NPs de Cu a 500 mg L mostré diferencias al aumentar, su capacidad
antioxidante en comparacion con su tratamiento control de salinidad.

Los compuestos lipofilicos en las hojas, al aplicar de NPs, no mostraron
diferencias en los tratamientos de donde hubo estrés salino y con 50 mM de NacCl
con su respectivo control de cada tratamiento. Mientras que a 25 mM de NaCl la
aplicacion de NPs de Si a 1000 mg L ** fue la Unica dosis de NPs que mostro
diferencias al disminuir un 10 % en comparacion con su respectivo control.

Para los resultados de capacidad antioxidante total (TCA) en las hojas, los
tratamientos donde no hubo estrés salino solo se observo diferencias en la dosis
de NPs de Cu a 100 mg L' que aumento 5% comparada con su respectivo
control. Mientras que a 25 mM de NaCl la aplicacion de NPs de Se a 50 y de Si
1000 mg L?* mostraron diferencias al disminuir la capacidad antioxidante
comparado con su respectivo control 25. Para los tratamientos a 50 mM de NacCl
no se observaron diferencias (Tabla 9).

Para el caso de los frutos la capacidad antioxidante de hidrofilicos donde no hubo
estrés salinos y con 25 mM NacCl, las NPs no mostraron diferencias significativas
en comparacién con su respectivo control de cada tratamiento. Sin embargo con
50 mM NaCly 500 mg L* de NPs Cu, mostré un aumento de 16% en comparacion
con su control.

En el contenido de antioxidantes lipofilicos de los frutos donde no hubo estrés
salino y a 50 mM NaCl, la aplicacion de NPs no mostraron diferencias
significativas, comparadas con su respectivo control. Mientras que a 25 mM de
NacCl, solo se observo diferencias en las NPs de Se a 50 mg L%, que aumenté un
19 % en comparacion con su respectivo control.

Los resultados de la capacidad antioxidante total (TCA) en los tratamientos donde
no hubo estrés salino y a 25 mM de NacCl, las NPs no mostraron diferencias
significativas. Mientras que a 50 mM de NaCl, se observaron diferencias en la
dosis de NPs de Cu a 200 mg L al aumentar 16%, en comparacién con su
control.

Las sustancias vegetales mas importantes y naturales que muestran actividad

antioxidante son carotenoides, flavonoides y fenodlicos ademas de la vitaminas
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(Arnao et al., 2001). Segun Dastmalchi et al., (2011) la determinacion de la
capacidad antioxidante mediante ABTS es mas precisa para los compuestos
lipofilicos e hidréfilos. Antioxidantes lipofilicos estan compuestos por carotenoide
y vitamina E, que desempefian un papel fundamental en el sistema de defensa
(Dejian et al., 2002), mientras que los hidrofilicos estd compuesto por acido
ascorbico, glutation, compuestos fendlicos, y flavonoides (Arnao et al., 2001,
Pandhair y Sekhon, 2006). En trabajos de tomate Quiterio-Gutiérrez et al., (2019)
los compuestos hidrofilico presentaron la mayor capacidad antioxidante, con el
tratamiento altas dosis de NPs selenio y Cu, y en lipofilicos, el mayor contenido
se encontré en altas concentraciones de selenio y bajas de cobre. Mientras que
Lopez-Vargas et al., (2018) menciona que se obtienen una mayor capacidad
antioxidante al aplicar 50 y 125 mg L' NPs Cu obteniendo un aumento de 8.18
% y 6.49% respectivamente en el fruto de tomate. Herndndez-Fuentes et al.
(2017) mencionan que los frutos de tomate con NaCl afecto negativamente el
ABTS y la aplicacion de NPs Cu pueden aumentar la capacidad antioxidante en
algunos puntos de almacenamiento del fruto. Con una dosis adecuada de NPs
se puede tener una capacidad antioxidante para inhibir el contenido de ROS en
la célula, mientras que en exceso puede producir una citotoxicidad (Zhai et al.,
2017). La capacidad antioxidante, también puede depender del microambiente
en que se encuentra el compuesto, ya que interactian entre si, pudiendo
producirse efectos sinérgicos o inhibitorios y pueden presentar inconvenientes,
como la adaptabilidad en respuesta al aumento del estrés oxidativo (Kuskoski et
al., 2005). Las dosis de NPs de Si a 1000 y Cu a 100 modificaron el contenido de
fenoles totales y como resultado la capacidad antioxidante en hidrofilicos en las

hojas.
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Tratamientos

Equivalente de acido ascoérbico en pmol g de peso seco

Hojas Frutos
NaCl NPs Hidrofilico Lipofilico TCA Hidrofilico Lipofilico TCA
(mM) mglL?

Control 60.40gh 30.43cf 90.83g-i 64.78a-c 27.21c 92 .00c-f
Se 10 59.46 h  30.06 c-f 89.51 1 68.53 a 26.06 c  97-59 a-d
Se50 63.97d-g 28.79ef 92.76e-i 6814a 30.17bc 98.30 a-d
0 Si200 62.28e-h 28.24f 90.52h-i 68.37 a 28.48c 96.85a-e
Si1000 65.50b-f 29.93d-f 95.42b-h 66.55a 28.26 c  94.82 a-f
Cul00 64.65cf 31.17a-e 9582b-f 63.39a-d 27.71c 91.10d-f
Cus500 60.49gh 30.74b-f 91.23f-i 63.91a-c 30.95a-c 94.87 a-f
Control 25 68.14bc 31.54a-d 99.67ab 65.8l1ab 29.67 bc 95.50 a-f
Sel0 66.05b-e 31.54a-d 97.59b-e 69.06a 30.30bc 99.36a-c
Seb50 64.15d-g 29.72df 93.87d-i 66.8la 3536a 102.18 a
25 Si 200 73.12a 30.06cf 103.18a 67.32a 31.04a-c 98.35a-d
Si1000 65.84b-f 28.34f 94.19d-i 67.53a 29.90bc 97.43a.d
Cul00 65.08cf 33.15ab 98.22b-d 64.71a-c 31.96a-c 96.67 a-e
Cu500 65.31bf 29.88d-f 9519b-h 6827a 31.03a-c 99.30a-c

Control 50 64.31c-g 31.35a-e 95.66b-g 58.08cd 29.77 bc 87.85f

Sel0 64.23cg 3259a-c 96.82b-e 56.92d 31.54a-c 88.46f

Se50 63.10e-h 31.96a-d 95.06 b-h 59.17 b-d 29.98bc  89.14 ef
50 Si200 62.09fh 33.38a 95.48b-g 63.54a-d 30.03bc 93.58 c-f
Si1000 63.57d-g 31.06a-f 94.63c-h 63.99a-c 30.74a-c 94.74 a-f
Cul00 67.42b-d 30.51cf 97.93b-d 63.07a-d 30.72a-c 93.79 b-f
Cu 500 69.14b 30.06cf 99.20a-c 67.55a 34.39ab 101.94ab

CV (%) 4.84 6.81 4.11 8.27 12.45 6.8

Control: Sin NPs. Control 25: Sin NPs y con 25 mM de NaCl. Control 50: Sin NPs y con 50 mM
de NaCl. TCA: capacidad antioxidante total. CV: coeficiente de variacién. Letras diferentes en la
columna son significativamente diferentes entres los tratamientos con base a la prueba Fisher

LSD (p < 0.05)
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CONCLUSIONES

En plantas sin estrés salino las Nanoparticula de silicio en dosis altas pueden
generar un estrés, mientras que en una dosis baja aumenta la firmeza en el fruto.
Las diferentes NPs de selenio, silicio y cobre mostraron un efecto positivo en la
fruta al disminuir el ORP, y al aumentar la concentracion de vitaminas C en
condiciones de alto estrés salino lo cual resulta un fruto con mejor calidad
nutraceutica.

En condiciones de estrés salino (50 mM de NaCl) la aplicacion de NPs de selenio
silicio y cobre aumento la actividad enziméatica GPX, CAT, por lo que puede
controlar el dafio oxidativo y aumentara la resistencia al estrés salino en la planta.
El estrés salino afecto el rendimiento ya que el fruto a pesar de no mostrar
diferencias en la cantidad por planta, si disminuyo el peso conforme aumenta el
estrés salino lo mismo sucedié con el crecimiento de la planta que fue afectada
por la salinidad, esto debido a la falta de agua.

El estrés salino afecta la nutricion, por lo que se sugiere realizar estudios del
contenido de minerales en hoja y fruto para conocer la deficiencia y como

influyeron las NPs en la nutricion.
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