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RESUMEN
La presente investigacion se realizé en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro ubicada en Saltillo, Coahuila, se establecié un cultivo de tomate tipo bola bajo
condiciones de invernadero, con el objetivo de evaluar diferentes concentraciones de
nanoparticulas de Cobre (nCu) introducidas en hidrogeles de Quitosan (Q) y para
conocer los efectos en el rendimiento y la calidad nutracéutica en el fruto. Se
aplicaron al sustrato cuatro diferentes concentraciones: 0.02, 0.2, 2.0 y 10 mg L™
nCu + Q, Q, mas un testigo absoluto, se midieron las variables altura, diametro de
tallo, numero de hojas, niumero de racimos, peso y numero de frutos, peso fresco y
seco de hoja y tallo, peso fresco y seco de raiz y licopeno por el método de
Espectofometria. El disefio experimental fue cuadro latino con 18 repeticiones por
tratamiento. En los resultados se observé un incremento en el rendimiento con 10 mg
L™ nCu + Q alcanzando un aumento del 17% mas por planta en comparacién con el
testigo, el tratamiento a base de Quitosan gener6 un desempefio favorable
comparado con los que contenian nCu; la variable que presenté diferencias en
crecimiento fue el nUmero de hojas que se incrementé con el tratamiento 2.0 mg L™
nCu + Q, en relacion a la biomasa aérea el mayor valor se indujo con el tratamiento
0.02 mg L™ nCu + Q, en la biomasa de raiz fue con 10 mg L™ nCu + Q; en el
contenido de licopeno no se presentaron diferencias significativas en entre los
tratamientos que contenian nCu, sin embargo en comparacion con el testigo en todos
se observd un mayor incremento. Se demostré que la aplicacion de nanoparticulas
de Cu en quitosan tiene efectos positivos en el crecimiento, rendimiento y

caracteristicas nutracéuticas de interés en las plantas de tomate.
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INTRODUCCION

La nanotecnologia constituye una nueva revolucién tecnoldgica que se impone
rapidamente a nivel mundial. Se trata de una revolucion en la forma de manipular la
materia en cuanto al disefio, sintesis, caracterizacion y aplicacion de materiales
(Reisner, 2008). Las nanoparticulas, son particulas ultrafinas de tamafio entre 1-100
nandmetros, por lo tanto, son similares a las moléculas bioldgicas tales como las
proteinas;y son capaces de pasar a través de las membranas celulares en
organismos (Nahler, 2009). Su interés radica en el hecho de que ese pequefo
tamafio conlleva propiedades fisicas y quimicas que difieren significativamente de las

habituales a mayor escala (OCDE, 2005).

Sillen et al. (2015), evaluaron el efecto de las nanoparticulas de plata (AgNPs) en los
microorganismos del suelo y la biomasa de maiz vinculados en la rizosfera,
obteniendo como resultado que aplicar 100 mg kg™ de AgNPs en el suelo aumenta la
biomasa de maiz. Jo et al. (2015), evaluaron el uso de nanoparticulas de plata
(AgNP) como un agente alternativo para el tratamiento de semillas en plantulas de
arroz llegando a la conclusién que las AgNP reducen la viabilidad de los hongos en
un 50%, asi también encontraron que mejora significativamente la emergencia de las
plantulas y la altura. Rico et al. (2015), examinaron los impactos de las
nanoparticulas de oxido de cerio (nCeO,) sobre la fisiologia, la productividad y la
composicion macromolecular de cebada (Hordeum vulgare L.), las plantas se
cultivaron en suelo tratado con nCeO,a 0, 125, 250, y 500 mg kg™. Los datos
revelaron que n CeO, promovio el desarrollo de la planta aumentando en un 331% la

biomasa aérea en comparacion con el control, mejorando también la acumulacion de
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grano hasta en un 294%, generando un aumento notable en P, K, Ca, Mg, S, Fe. Del
mismo modo, nCeO, mejord la metionina, acido aspartico, treonina, tirosina, arginina,

y acido linolénico en los granos.

El tomate posee altos contenidos de licopeno, vitaminas C y A, y flavonoides
considerados como compuestos antioxidantes (Ramandeep y Geoffrey, 2005).
Karami et al. (2015) evaluaron el efecto de las nanoparticulas de plata (AgNP) sobre
el contenido libre de amino&cidos y el sistema de defensa antioxidante de las plantas
de tomate. Usaron concentraciones de 25, 50, 75y 100 mg L ™ AgNP, obteniendo
mayores incrementos en el contenido de aminoacidos en las concentraciones 75 y
100 mg L™, concluyendo que las enzimas antioxidantes modulan el estrés oxidativo

inducido por AgNP en plantas de tomate.

La actual demanda de mayor cantidad en la produccién de cultivos con una mejor
calidad, aunado a la limitada disponibilidad de recursos en la produccion ha
generado buscar nuevas alternativas de produccién basados en la nanotecnologia.
Por lo cual es necesario generar informacion sobre el efecto de las nanoparticulas
sobre los cultivos, ya que se ha descubierto que la aplicacion de las nanoparticulas
metdlicas induce efectos positivos en diversos cultivos. Por lo anterior, en este
trabajo se evaluaron diferentes concentraciones de nanoparticulas de Cu
introducidas en hidrogeles de quitosan aplicadas en plantas de tomate, para conocer

los efectos que presenta sobre este cultivo.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar diferentes concentraciones de nanoparticulas de Cu en el cultivo de tomate

(Solanum lycopersicum L.), para determinar el efecto sobre el rendimiento y la

calidad nutracéutica en el fruto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Evaluar el peso, el numero de frutos y el nUmero de racimos en promedio por
tratamiento para determinar cémo influye la aplicacién de las nanoparticulas
en el rendimiento.

Evaluar la altura de la planta, el diametro del tallo y el nimero de hojas para
determinar el efecto que tiene las nanoparticulas en el crecimiento y desarrollo
de la planta.

Evaluar el peso freso y seco de hoja y tallo y peso fresco y seco de raiz para
determinar cémo influyen las nanoparticulas en la produccion de biomasa.
Cuantificar la concentracion de licopeno en el fruto para conocer los cambios
asociados a la calidad nutracética derivada de la aplicacion de las

nanoaprticulas de Cu.



HIPOTESIS

La aplicacion de nanoparticulas de Cu en hidrogeles de quitosan al cultivo de tomate,

aumentara significativamente el rendimiento y mejorara la calidad nutracéutica del

fruto.



REVISION DE LITERATURA

Nanotecnologia

Los ultimos afios se ha visto un crecimiento exponencial en el desarrollo de
materiales a escala nanométrica cuyas propiedades difieren considerablemente de
los materiales a granel. Sistemas nanoestructurados tienen una amplia gama de
usos, incluyendo el diagnostico de las enfermedades, los dispositivos electronicos y

las aplicaciones ambientales y agricolas (Ma et al., 2012).

Hobsom (2011), conceptualiza la nanotecnologia como el estudio cientifico, la
comprension y el control de la materia a dimensiones entre aproximadamente 1 y
100 nm. En otros ambitos de estudios se ha implementado la utilidad de las
nanoparticulas a diferentes escalas y mayores dimisiones, como en la industria textil,
Nangmenyi et al, (2009) realizaron un estudio sobre la sintesis y caracterizacion de
las nanoparticulas de plata (Ag) impregnadas en fibra de vidrio, obteniendo como
resultado que la fibra de vidrio con nanoparticulas de Ag muestra un rendimiento
superior sobre los sistemas de soporte a base de carbono. El contenido de
nanaoparticulas de plata en la fibra de vidrio varié desde 0.04 hasta 4.7% en peso de
Ag/g de fibra con una distribucion de tamafio de 10 a 900 nm bajo condiciones de
procesamiento estandar. También se ha implementado la utilidad de estos materiales
en la industria electrénica, Tanabe (2007), comprobd la eficiencia de radiacion éptica
de nanoparticulas metalicas para aplicaciones optoelectrénicas, en nanoparticulas
esféricas de 11 tipos de metales, Ag, Al, Au, Co, Cr, Cu, Ni, Pd, Pt, Sn y Ti,

encontrando que Ag, Al, Au y Cu tienen una eficiencia de radiacion optica mucho



mas alta que los otros metales para la mayoria de las longitudes de onda, también
qgue las nanoparticulas de Ag y Al presentaban didmetros de alrededor de 150 nm y

mas del 90% de eficiencia de radiacion oOptica.

En otra definicién se describe a la nanotecnologia como el estudio, disefio, creacion,
sintesis, manipulacion y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas funcionales a
través del control de la materia a nanoescala, y la explotacion de fenbmenos y

propiedades de la materia (Vega, 2007).

La nanotecnologia tiene relevancia para aplicaciones en todas las areas de la
agroalimentaciébn como la agricultura, la acuicultura, la produccion, elaboracion,

envasado, seguridad y alimentacion (Handford et al., 2015).

La Nanotecnologia en la agricultura

La aplicaciébn de la nanotecnologia en el sector agroalimentario es uno de los

campos de mayor crecimiento en nano-investigacién (Dasgupta et al., 2015).

Los campos de desarrollo dentro de la agricultura como se muestra en la Figura 1
incluyen el control de plagas a través de las formulaciones de pesticidas e
insecticidas basados en nanomateriales, la mejora de la productividad agricola
utilizando nanoparticulas, bioconjugados (encapsulacién) para la liberacion lenta de
nutrientes y agua, la transferencia de ADN en las plantas para el desarrollo de
variedades resistentes a las plagas y el uso de nanomateriales para la preparacion
de diferentes tipos de nanosensores (Rai et al., 2012). Los sistemas de

nanosensores se han desarrollado para el control de las condiciones ambientales,



asi como las interacciones entre los agentes patdégenos y plantas (Ghormade et al.,

2011).

Deteccion de: Quimicos Biopesticidas
Residuos de biocidas Vegetales (metabolitos)
Enfermedades Microorganismos

Enzimas/inhibidores
Antibidticos/toxinas

Nano- Entrega de
sensores biocidas

Quimicos
Nanorevestimientos

Biofertilizantes
Microorganismos
Micronutrientes
Reguladores de
crecimiento

Entrega de
fertilizantes

Reduccion catalitica Degradacion
Reduccion fotocatalitica de pesticidas

Entrega de
acidos
nucléicos

Estructura
del suelo

Remediacion ADN
Unioén de suelo ARNi
Nanoarcillas naturales

Figura 1. Esquema que ilustra las diferentes aplicaciones potenciales de la nhanotecnologia
en diversos aspectos de la agricultura moderna (CIQA 2014).

Nanoparticulas de elementos metélicos

Especificamente a las nanoparticulas se les define como un material en particulas

discretas generalmente menos de 100 nm, en al menos una dimensién que tiene

nuevas propiedades que las diferencian de las formas de particulas del material a

granel (Hobsom, 2011).

En la ingenieria, las nanoparticulas se han aplicado en una amplia gama de areas,

incluyendo la produccion de cultivos, la cosmética, la administracién de farmacos, los



cristales fotonicos, el andlisis, la comida, recubrimientos, pinturas, biorremediacion, la

catalisis y ciencia de los materiales (Lee et al., 2015).

Las nanoparticulas de plata y de oro han sido ampliamente estudiadas, sin embargo,
existen otras nanoparticulas metalicas tales como cadmio (Cd), cobre (Cu), hierro
( Fe), paladio (Pd), platino (Pt), telurio (Te) o titanio (Ti) que estan en sus etapas

iniciales de investigacion (Duran y Marcato, 2011).

Se han realizado diversos estudios en el ambito agricola y biotecnoldgico por
diversos autores como Mandeh et al., (2012). Ellos evaluaron la influencia de las
nanoparticulas de éxido de titanio (nano-TiO,) en el cultivo in vitro de tejidos de
cebada (Hordeum wvulgare L.), los resultados mostraron que las caracteristicas
cualitativas tales como el color de callo, la forma, la embriogénesis, etc. eran
completamente similares tanto en el control como en los tratamientos de nano-TiO,,
sin embargo encontraron que las nano-TiO, son un eficiente bactericida ya que
inducen un efecto aséptico, esto se observé al no causar ningiin cambio negativo en

la calidad del callo.

Sintesis de nanoparticulas por métodos fisico, quimicos y fitonanositesis

Para generar nanoparticulas con formas y dimensiones particulares, se han
desarrollado diversas técnicas que incluyen rutas fisicoquimicas y biologicas (Razavi
et al., 2015). La manipulacion de las condiciones de sintesis permite el control
racional del tamafo y la forma de las nanoparticulas y provee los medios para
adaptar las propiedades de los materiales a una aplicacion especifica. Los métodos
fisicos son: evaporacion térmica, la preparacion de clusters gaseosos, la

implantacion de iones, el depdésito quimico en fase vapor y la molienda o activacion
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mecanoquimica. Los métodos quimicos son: el coloidal, la reduccion fotoquimica y
radiolitica, la irradiacion con microondas, la utilizacion de dendrimeros, la sintesis
solvotermal y el método sol-gel (Zanella, 2012). Los procesos fisicos y quimicos son
tipicamente caros y requieren productos quimicos peligrosos (Razavi et al., 2015).
Sin embargo, a causa de los inconvenientes de estos métodos, los investigadores
estan de enfoque hacia el desarrollo de protocolos para la sintesis que ofrecen el uso
de agentes biolégicos (Rai et al.,, 2011). El usos de extractos de plantas como
meétodo para la sintesis de nanoparticulas, se encuentra como un método ventajoso
sobre los quimicos, fisicos y microbiologicos (bacterias, hongos, algas). La
fitonanosintesis se define como la sintesis de nanoparticulas a base de plantas ya
sea a partir de extractos de 6rganos como hojas, frutos, raiz, etc. o por medio de la
planta viva (Mittal et al., 2013) por este método se tiene la ventaja de que existe una
gran diversidad bioquimica en los extractos de la plantas, es de bajo costo y tiene
pardmetros flexibles de reaccion, por lo que presenta una alta tasa de produccion de
nanoparticulas con diferentes tamafios y formas (Boarase et al., 2014). Velmurugan
et al. (2014), evaluaron la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) y oro (AuNPs)
usando el extracto verde de la raiz de Zingiber officinale, obteniendo como resultado
gue la produccién de nanoparticulas éptima se alcanz6 a pH 8y 9, con 1 M de iones
metalicos, una temperatura de reaccién 50°C y tiempo de reaccion de 150-180 min
para AgNPs y AuNPs respectivamente. Con las imagenes de microscopia electronica
de transmision se determiné el diametro de las AgNPs entre 10-20 nm y AuNPs 5-20
nm. Los resultados han sido similares a los de Jha y Prasad (2011), quienes
evaluaron el extracto de fruta verde del chile (Capsicum annum L.) para la

produccion de nanoaparticulas de plata mediante la aplicacion de 20 ml a 0.25 M de
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AgNO;. Los resultados mostraron que el método de iones de plata es capaz de
producir Ag NPs de forma esférica las cuales se sintetizaron en un tamafio de 2-6

nm.

Propiedades de las nanoparticulas

Una de las caracteristicas de las nanoparticulas es que la relacion entre el nUmero
de atomos superficiales y el tamafio de la particula es de caracter exponencial. Por
ello, las propiedades relacionadas con la superficie, como las eléctricas, mecanicas,
magnéticas, opticas o quimicas de los nanomateriales son diferentes a las de los

mismos materiales a escala no nanométrica (Erro, 2011).

Cuando se tienen materiales con dimensiones nanométricas es posible controlar
algunas de sus caracteristicas fundamentales como la temperatura, las propiedades
magnéticas, su capacidad de carga eléctrica y su color, sin cambiar la composicion
quimica. Al utilizar esta propiedad, es factible disefiar nuevos productos de alto
rendimiento, y tecnologias novedosas (Ruiz, 2006). Las nanoparticulas son
actualmente empleadas debido a su posibilidad de mediar la liberacién del elemento
que la compone, asi también repercuten en la proteccion de los grupos labiles de la
degradacion, debido a que pueden pasar a través de barreras biologicas (Duran et
al., 2011). Las nanoparticulas podrian ser potencialmente absorbidas por las raices
de las plantas y ser transportadas a través de los sistemas vasculares dependiendo
de la composicion, forma y la anatomia de la planta. El tamafio que presenten es
fundamental para su absorcion debido a que facilita su movimiento. Su tamafio
puede ser comparado con diversas formas como se muestra en la escala
nanométrica en la Figura 2.
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La eficiencia de absorcién de las diversas nanoparticulas tiene efectos sobre las
funciones de crecimiento y el metabolismo de las plantas, estos efectos varian segun
cada tipo de especie (Ma et al., 2010). Asi también, la transformacién de las plantas
puede ser mediada por NP, ya que tienen el potencial para la modificacion y la

mejora genética de las plantas (Nair et al., 2010).

Escala nanométrica (0.2 = 100 nm)
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Figura 2. Dimensiones representativas de algunas formas existentes en sus varias escalas
medidas en nandmetros (nm) y micrémetros (Um), para comparar el tamafio que representan
las nanoparticulas el cual varian entre 1 y 100 nm (Cebrian Candelera, 2011).

Nanoparticulas de Cobre (nCu)

El cobre es uno de los elementos metalicos de transicion, que se produce de forma
nativa en la corteza terrestre (Alder, 1981). Como se sabe, el interés de la
nanotecnologia se basa en que el sintetizar la materia a ese tamafio conlleva

propiedades fisicas y quimicas que difieren significativamente de las habituales a
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mayor escala (OECD, 2005). Las nanoparticulas de cobre se han aplicado en
diversas industrias como la agricultura, la ganaderia, los electrodomésticos, la milicia
y la medicina humana debido a sus propiedades antimicrobianas (Borkow y
Gabbay, 2009). Por ejemplo, son eficaces en la eliminacion de una amplia gama de
microrganismos como: Aspergillus carbonarius, Aspergillus fumigatus, Asppergillus

niger, Aspergillus oryzae y Saccharomyces cerevisiae (Vagabov et al., 2008).

Los estudios en la agricultura sobre las nanoparticulas de cobre son muy escasos,
las investigaciones realizadas son dirigidas hacia fines antisépticos. Kalatehjari et al.,
(2015) evaluaron los efectos antimicéticos de las nanoparticulas de cobre (NPCu)
sobre el crecimiento del hongo Saprolegniasp. en los huevos de pescado
blanco (Rutilus frisii Kutum). El estudio mostr6 que las nanoparticulas de cobre en
una concentracion de 10 ppm tienen efectos antimicoticos sobre Saprolegia sp. Los
efectos antimicoticos de las nanoparticulas de cobre estan correlacionados
positivamente a la concentracidn y tiempo de exposicion. La actividad antimicrobiana
de nanoestructuras a base de cobre depende de la especie y el montaje
experimental (Longano et al., 2011). Otra investigacion realizada similar fue la
aplicacion de nanocobre contra Xanthomonas axonopodis pv. punicae (Xap),
mostrando la eficacia del nanocobre en la supresion del crecimiento a 0.2 ppm, es
decir, el método fue mas eficiente que el recomendado Cu-oxicloruro contra la
bacteria. En la microscopia de barrido electronico (SEM) se revel6 la degradacién de
la pared celular en las bacterias tratadas con nanocobre, concluyendo que el nano-
cobre se podria emplear para una eficiente estrategia nanoantimicrobiana en

diferentes procesos agricolas (Modal y Mani, 2011).
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Movimiento de las nanopaticulas en la planta

A pesar de la cantidad de informacion disponible sobre las nanoparticulas en el
sistema de la planta, se han realizado pocas investigaciones sobre los mecanismos
por los que las nanoparticulas ejercer su efecto en el crecimiento y desarrollo de la
planta (Siddiqui et al., 2015). Los movimientos de translocacion que presentan las
nanoparticulas en las plantas han sido investigados por diferentes autores. Corredor
et al., (2009) analizaron el ingreso y el movimiento de las nanoparticulas de hierro-
carbono en las células vegetales de las plantas de calabaza (Cucurbita pepo L.), el
resultado fue que las NPs son capaces de introducirse en los tejidos vegetales vivos
y de migrar a diferentes regiones de la planta, mostrando que el uso de NPs
magnéticas recubiertas de carbono puede ser una aplicacion factible para la entrega

dirigida de sustancias en las células vegetales.

Asi también Cifuentes et al., (2010) investigaron la absorcion y translocacion de las
nanoparticulas revestidas de carbono magnético (bioferrofluid) a través de la raiz de
diferentes plantas de cultivo, en esta investigacion los resultados mostraron que las
nanoparticulas pueden penetrar facilmente a través de la raiz en cuatro plantas de
cultivo diferentes como lo son guisante, girasol, tomate y trigo (Pisum sativun L.,
Helianthus annuus L., Solanum lycopersicum L. y Triticum vulgare L.), alcanzando el
cilindro vascular se mueven con el flujo de transpiracion en los vasos del xilema y se
extienden a través de la parte aérea de las plantas en menos de 24 horas. Se
detecté ademas acumulacion de las nanoparticulas en los tricomas de las hojas de

trigo, lo que sugiere una forma para la excrecién/desintoxicacion.
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Métodos para la deteccion de nanoparticulas en sistemas biolégicamente

activos

A los métodos actuales de deteccidn e identificacion de las nanoparticulas fabricadas
(fulerenos, nanotubos de carbono, nanoparticulas de plata, oro, 6xido de titanio,
aluminio, cerio, zinc y silicio) en diversos sistemas como las plantas y animales se les
ha dado mayor seguimiento, desarrollando una gran diversidad. Dentro de los mas
utilizados estan los métodos de escaneado y microscopia electronica de transmision,
microscopia de barrido laser, microscopia de fuerza atémica, tinel microscopia de
barrido, cromatografia de exclusion de tamafio, fraccionamiento campo-flujo,
electroforética, dispersion de luz, espectrofotometria, la espectroscopia fluorescente
de rayos X espectrometria de masas y "contadores de particulas" (Hendrickson et

al., 2012).

Aplicaciones de nanoparticulas en cultivos

Principalmente la agricultura ha sido testigo de cambios radicales desde el siglo
pasado con un giro basado en la investigacién, desarrollando su industrializacion con
monocultivos a gran escala, la mecanizacion, la irrigacion, el uso de fertilizantes
artificiales, etc. (Ingeborg y Kare, 2014). Los avances nanotecnolégicos presentados
en el sector agricola se basan en fertilizantes nanoestructurados que pueden
aumentar la eficiencia en el uso de nutrientes a través de mecanismos como la
ejecucion selectiva, lenta o de liberacion controlada, liberando sus ingredientes
activos en respuesta a su ambiente y demanda biolégica. En recientes
investigaciones a escala de laboratorio, se ha informado que los nano-fertilizantes

pueden mejorar la productividad de los cultivos mediante la mejora de la tasa de
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germinacion de semillas, crecimiento de las plantulas, actividad fotosintética, el
metabolismo del nitrégeno, y de carbohidratos y la sintesis de proteina (Solaki et al.,
2015). Las principales ventajas de estos sistemas agricolas son la liberacion gradual,
sostenida y controlada durante un largo periodo de tiempo, con el objetivo de mejorar

la proteccidn del cultivo (Aouada y Moura, 2015).

También se han desarrollado una serie de trabajos por diferentes autores
relacionados con el combate de plagas agricolas. Fatima et al., (2015) realizaron la
sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) y oro (AuNPs) mediante el hongo
Bipolaris tetramera, posteriormente las nanoparticulas fueron evaluadas por su
eficacia antibacteriana y antifungica. Los resultados mostraron actividad
antimicrobiana eficaz de AgNPs contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Enterobacter aeroginosa y Trichoderma sp., sin embargo, las AuNPs solo poseian
eficacia antibacteriana moderada, mientras que no se encontré ninguna actividad

antifungica.

Las nanoparticulas en la produccion sostenible de cultivos

En la agricultura, la absorcién de los nutrientes por las plantas de una manera 6ptima
para la produccion de cultivos es el area de prioridad hacia donde se dirige la
investigaciéon. En este sentido, se han presentado avances en el area de la nutricion
de las plantas y la nano-nutricibn es una de las zonas mas interesantes de la
investigacion para la produccion de la agricultura sostenible (Ditta et al., 2015). Asi
también la nanotecnologia ofrece una gran promesa en el area de deteccién de la

contaminacion y la prevencion, mediante la explotacién de nuevas propiedades de
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los nanomateriales (Baruha y Dutta., 2009). Seabra et al., (2015) con el objetivo de
generar una agricultura sostenible, evaluaron el papel de los nanotransportadores en
la entrega de 6xido nitrico (NO), encontrando que las principales ventajas del uso de
donantes de NO en la agricultura se han desarrollado para estimular la ecologizaciéon
de la planta y la germinacion, el control de la homeostasis del hierro y mejorar la
tolerancia de las plantas a la toxicidad de los metales, la salinidad, la sequia y las
altas temperaturas. En este contexto la combinacion de los donantes de NO con los
nanomateriales se perfila como un enfoque prometedor para optimizar los efectos
beneficiosos de NO en las plantas. Por otro lado, los productos agroquimicos se
usan deliberadamente para controlar las plagas en la agricultura. Derivado de esto, la
comunidad cientifica también tiene como objetivo obtener matrices biodegradables
(vehiculos portadores biodegradable) capaces de reducir el nUmero y frecuencia de
las aplicaciones de nutrientes y pesticidas en el suelo que contribuiria a una
disminucién de la contaminacién ambiental (Aouada y Moura, 2015). Por ejemplo, se
evalu6 la mineralizaciéon de los plaguicidas mediante las nanoparticulas de plata
(AgNP) en soportes de membrana, la sintesis se realizd utilizando glucosa y se
soportaron sobre membranas de acetato de glucosa, observando que las
nanoparticulas de plata pueden mineralizar efectivamente los pesticidas, percibiendo
qgue la concentracion de nanoparticulas aumenta la tasa de mineralizacion de los
plaguicidas (Manimegalai et al., 2014). Los avances del uso de las nanoparticulas en
este sector ha tenido una gran aceptacion y por lo tanto cada vez se desarrollan
investigaciones con el fin de obtener mejores utilidades para este tipo de

compuestos.
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Caracteristicas destacadas en las plantas influenciadas por diversos tipos de
nanoparticulas metalicas.

La estructura que presentan los vegetales es muy variada y esta intimamente
relacionada con el medio y las condiciones que presenta su habitat, es claro que
cuando se altera ya sea el sustrato, el riego, las dosis de fertilizacion, etc., las plantas
experimentan cambios es su estructura tanto externa como interna. Por lo tanto al
aplicar en diferentes formas las nanoparticulas metdlicas las platas reaccionan a los
cambios, expresandose de diferentes maneras. Lin y Xing (2007) evaluaron los
efectos de diferentes tipos de nanaoparticulas (nanotubos de carbono, aluminio,
alumina, zinc y oxido de zinc) mediante la imbibicion de semillas de seis especies de
plantas superiores (rabano, ryegrass, zanahoria, lechuga, maiz y pepino) para
observar los cambios durante la germinacion y crecimiento de la raiz. Se obtuvo
como resultado que la germinacion de semillas no se vio afectada, excepto con zinc
a nanoescala (nano-Zn) en raigras y 6xido de zinc (ZnO nano-) en el maiz a 2000
mgL™. Mohammadi et al., (2014) evaluaron las respuestas fisiolégicas y bioquimicas
del efecto de nanoparticulas de 6xido de titanio (TiO2) en el dafio oxidativo y los
sistemas de defensa antioxidantes en plantulas de garbanzo (Cicer arietimun L.)
durante el estrés por frio. Obtuvieron como resultado que las enzimas antioxidantes
fueron mas eficientes en la proteccion celular contra el clima frio en comparacion con
el testigo, las NPTiO, causan una estabilidad de la clorofila y los carotenoides,
también confieren una mayor tolerancia de las plantas de garbanzo al estrés,
reduciendo el nivel de las lesiones y el aumento de la capacidad de los sistemas de

defensa.
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Baskar et al., (2015) evaluaron los efectos inducidos en los cambios morfoldgicos y
fisiologicos de plantas del cultivo de col china (Brassica rapa ssp. Pekinensis) por la
aplicacion de nanoparticulas de plata (AgNP) a diferentes concentraciones (100, 250,
y 500 mgL™). Observaron que las AgNPs a concentraciones de 100 mgL™
presentaron actividad estimulante del crecimiento, mientras que a concentraciones
mas altas (250 y 500 mg L™) suprimieron las actividades de crecimiento
presentandose raiz reducida, menor crecimiento de brotes y biomasa fresca, asi
también disminuyd el contenido de clorofila presente en concentraciones mas altas

de AgNPs.

Suriyaprabha et al., (2012) analizaron las respuestas fisiolégicas y de crecimiento en
maiz (Zea mays L.) al aplicar nanoparticulas de silice (SNPs) en suelo franco-
arenoso. Las caracteristicas de crecimiento fueron influenciadas con el aumento de
la concentracion de SNPs hasta 15 kg ha™, mientras que a 20 kg ha™, no se
observaron incrementos significativos. La acumulacién de silice en las hojas fue alta
alos 10 y 15 kg ha™ (0.57 y 0.82% en base a peso seco). Los cambios fisiolégicos
observados muestran que la expresibn de compuestos organicos, tales como
proteinas, clorofila y fenoles fue mejor en maiz tratado con nanosilice, especialmente
a los 15 kg ha™ en comparacion con silice a granel y el control. Los regimenes de
silice a nanoescala aplicado en 15 kg ha™ tiene una respuesta positiva en el maiz,
por lo tanto es una fuente alternativa de fertilizante de silice que ayuda a mejorar la
agricultura sostenible de este cultivo. Otros autores como Hu et al., (2013) evaluaron
los efectos en el crecimiento y los indicadores bioquimicos de la planta acuatica

(Salvinia natans L.) expuesta a nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO PN) con un
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diametro medio de 25 nm. Observaron que la exposiciéon a 50 mg L™* de ZnO PN
aumento significativamente la superoxido dismutasa (SOD) y la actividad de catalasa
(CAT), y los pigmentos fotosintéticos se redujeron significativamente. Sin embargo, el
crecimiento de la planta no se vio afectado significativamente por las ZnO NPs, pero

a una concentracién mayor a 50 mg L™ puede afectar negativamente a S. natans.

Pavani et al., (2015) evaluaron el efecto de las nanoparticulas de 6xido de gamma-
férrico sobre tomate (Solanum lycopersicum L.). Como resultado observaron
cambios en los contenidos de clorofila a, clorofila b, y carotenos totales, asi como un
aumento el rendimiento del cultivo y una menor clorosis. En otra investigacion en
tomate se evaluaron en diferentes sitios (nivel de laboratorio y a campo abierto) los
efectos de las nanoparticulas de dioxido de titanio (NP-TiO;) sobre la germinacién de
tomate (Lycopersicum esculentum L.), cebolla (Allium cepa L.) y rabano
(Raphanus sativus L.). Los resultados mostraron que a nivel de laboratorio el
porcentaje de germinacion mas alto de tomate y cebolla fue a 100 mg L™ (100 y
30%, respectivamente) y en rdbano el 100% de germinacion se obtuvo con 400 mg
L™. A nivel de invernadero, el porcentaje fue mas alto después de la exposicién a
400 y 200 mg L™ para tomate y cebolla respectivamente, y entre 400 y 100 mg

L™ para rabano (Haghighi y Teixeira, 2014).

Compuestos generados por nanoparticulas en base a la calidad presente en
cultivos

Debido a las condiciones a las que son expuestos los cultivos tratados con
nanoparticulas, estos expresan diferencias en el contenido de nutrientes, por lo cual
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se han realizado diversos estudios. Kole et al.,, (2013) quienes realizaron una
investigacion para evaluar los efectos de las nanoparticulas basadas en el carbono,
fullerol [CeO (OH),0], sobre las semillas de melén amargo (Momordica charantia),
confirmaron la captacion, la translocacion y acumulacién de las nanoparticulas en la
planta. Ademas, se generd un aumento de hasta 54% en la produccién de biomasa y
del 24% en el contenido de agua, un aumento hasta del 20% en la longitud del fruto,
59% en el namero de frutos, y del 70% en peso de la fruta, aumentando hasta 128%
en el rendimiento. En cuanto a las fitomedicinas que contiene el cultivo, la
cucurbitacina-B y el licopeno, se mejoraron hasta 74% y 82% respectivamente, el
charantin y la insulina se aumentaron hasta 20% y 91% respectivamente. Ellos
concluyeron que con los tratamientos aplicados aumentaron el rendimiento del cultivo

y la calidad mediante el uso de concentraciones adecuadas de fullerol.

Otra investigacion relacionada a la calidad nutrimental fue realizada por Mousavi et
al., (2015) quienes evaluaron los efectos en compuestos bioquimicos, actividad
enzimatica y antioxidantes aplicando nanoparticulas de éxido de zinc (ZnO NP) y
particulas de ZnO a granel, en semilla de colza (Brassica napus). Después de la
exposicién a largo plazo, los resultados mostraron cambios significativos en la
actividad enzimatica antioxidante, en la clorofila total, proteinas solubles, prolina y
azucares solubles de las hojas. De acuerdo a diversos resultados obtenidos y las
evaluaciones realizadas por diversos investigadores con las aplicaciones de
nanoparticulas, se puede aumentar la calidad en cultivos principalmente en el

contenido de compuestos antioxidantes en los frutos.
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Estrés oxidativo y Antioxidantes

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

oxidativo (Elejalde, 2001).

Bajo condiciones de fisiologica normal, la produccién de prooxidantes se mantiene en
equilibrio en la misma cantidad o exceso de antioxidantes. Un estado de estrés
oxidativo se produce cuando este equilibrio es perturbado en favor del exceso de

prooxidantes (Thomas, 2013).

Los antioxidantes (AA) son compuestos capaces de inhibir o retardar la oxidacion,
mediante la “captacidn” de radicales libres, también estabilizan hidroperéxidos o
inactivan el oxigeno singlete (Luna-Guevara, 2014). El contenido de antioxidantes
generado por nanoparticulas ha sido ampliamente estudiado en diferentes autores.
Da-Costa y Sharma (2015), analizaron el efecto de las nanoparticulas de cobre (ll)
oxido (CuO NPs) en el crecimiento, la fotosintesis y la respuesta antioxidante de
arroz (Oryza sativa var. Jyoti). Los resultados fueron que la tasa de germinacion, la

longitud de la raiz y la biomasa disminuyd, mientras que la absorcion de Cu en las

21



raices y brotes aumento a altas concentraciones de CuO PNs. La tasa fotosintética,
la tasa de transpiracion, conductancia estomatica y contenido de pigmentos
fotosintéticos disminuyeron a 1000 mg (CuO NP) L? también se observd la
expresion elevada de ascorbato peroxidasa y superéxido dismutasa, enzimas que

forman parte de los compuestos antioxidantes.

Los frutos de tomate han sido considerados una fuente importante de AA
“nutricionales” (vitaminas A, C y E) y AA “fitoquimicos no nutritivos” (licopeno,
flavonoides, flavonas y compuestos fendlicos totales), cuyo consumo esta
relacionado con su potencial antimutagénico y propiedades anticancerigenas (Luna-

Guevara, 2014).

Karami et al., (2015) evaluaron el efecto de las nanoparticulas de plata (AgNP) sobre
el contenido libre de aminoé&cidos y el sistema de defensa antioxidante de las plantas
de tomate, en concentraciones de 25, 50, 75 y 100 mg L ™. Obtuvieron los mayores
incrementos en el contenido de aminoacidos en las concentraciones de 75y 100 mg
L™, concluyendo que las enzimas antioxidantes modulan el estrés oxidativo inducido

por AgNP en plantas de tomate.

En referencia a los nutrientes presentes en tomate se han desarrollado diversas
investigaciones en las que evaltan los efectos que tiene el licopeno contra diferentes
enfermedades. Campbell y Erdman (2005) llegaron a la conclusién de que este
compuesto inhibe el cancer de préstata, ya que los estudios in vitro demuestran que
el licopeno y otros carotenoides disminuyen la proliferacién de células de cancer en

varias lineas y se encuentra en los tejidos humanos, ademas de ser el principal
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carotenoide que se encuentra en la prostata humana. Sin embrago, no descartan las

interacciones de otros fotoquimicos presentes en el tomate ademas del licopeno.

El licopeno estd presente en el plasma y los tejidos con gran variacion en su
distribucion. La presencia de carotinoides en tejidos humanos se reporta desde 1990;
Se sabe que estos carotenoides y sus metabolitos estan presentes en el suero o se
acumulan en tejidos tales como el del higado, de pulmén, de mama, de cuello uterino
y la piel. Entre los carotenoides, licopeno es uno de los mas abundantes en el cuerpo
humano, con su alta concentracién principalmente debido al consumo de alimentos

(Khachik et al., 2002).

Quitosan e Hidrogeles de Quitosan

El quitosan es el mas abundante polisacarido amino natural y est4 junto a la celulosa
en abundancia en el planeta (Chawla et al., 2015). Ha recibido mucho interés por su
gran potencial de aplicacion en la agricultura debido a su excelente
biocompatibilidad, biodegradabilidad y bioactividad (Katyar et al., 2015). Es un
polisacarido obtenido por desacetilacion parcial de la quitina de las conchas de
crustaceos, es uno de los biopolimeros naturales lo mas estudiados, debido a que
tiene potencial para numerosas aplicaciones industriales (Perera et al., 2013).
Ademas, el quitosan es un polisacéarido lineal que tiene buena funcionalidad quimica
en la sintesis de hidrogeles debido a la mayor capacidad de reticulacion y presencia

de abundantes grupos amino (—NH,) (Ravi-Kumar, 2000).

Las wunidades estructurales del quitosan (Figura 3), la glucosamina y la

Nacetilglucosamina, estan presentes en diferentes glicosaminoglicanos (GAG), los

23



cuales son heteropolisacaridos lineales y anionicos presentes en las matrices
extracelulares de los tejidos humanos; normalmente los GAG se encuentran unidos
covalentemente a proteinas centrales y forman los proteoglicanos, los cuales tienen
la funcion de organizar y dar funcionamiento adecuado a la matriz extracelular

(Abram, 2004).
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Unidad repetitiva del quitosan

Figura 3. Estructura molecular de Quitosan. (Larez Velasquez, 2003)

El hidrogel es una red polimérica tipo gel insoluble en agua debido a su extensa
reticulacion, su capacidad de retencion de agua es significativa y se atribuye a la
presencia de varios grupos funcionales (i.e., amino, carboxilo, amida, hidroxilo y
acido sulfénico) en los polimeros de la red de formacién del hidrogel (Peppas y

Khare, 1993).

Los hidrogeles presentan numerosas aplicaciones biologicas, médicas vy
tecnoldgicas. Dentro de las aplicaciones mas importantes se encuentran liberacion
controlada de drogas y la ingenieria de tejidos, esta tltima mantiene una tendencia a

la utilizacidbn de soportes a partir de hidrogeles poliméricos para la reparacion y
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regeneracion de una gran variedad de tejidos y 6rganos (Rojas et al., 2004). Son
estructuras tridimensionales hinchadas en presencia de agua o de fluidos biol6gicos
(Berger et al., 2004). Algunos materiales cuando se colocan en medios liquidos,
tienen la capacidad de hincharse y retener cierto volumen del medio acuoso
absorbido en su red tridimensional. Actualmente se utilizan materiales tanto de origen

natural (de plantas y animales) asi como materiales sintéticos (Swami, 2004).

Especificamente, los hidrogeles obtenidos a partir de quitosano presentan una buena
biocompatibilidad, baja degradacion y un procesamiento sumamente facil; la
capacidad de estos hidrogeles de hincharse y deshidratarse depende de la

composicién y medio en el cual se obtuvo el gel (Sanchez et al., 2007).

Aplicaciones de quitosan en la agricultura

El quitosan afecta a varias respuestas fisiologicas como la inmunidad de la planta,
los mecanismos de defensa que implican diversas enzimas tales como: liasa de
amonio fenilalanina, polifenol oxidasa, liasa de amoniaco tirosina y enzimas
antioxidantes (Katyar et al., 2015). Ben-Shalom y Fallik (2003) evaluaron la supresion
de Botrytis cinerea en las plantas de pepino (Cucumis sativus L.) por el complejo de
quitosan-cobre (QCu) en comparacién con quitosan solo (Q), obteniendo que QCu en
comparacion con Q mejord la supresion de Botrytis cinérea. Las concentraciones
Optimas para la represion mas eficaz de Botrytis fue 0,2 g ™ de quitosano y 1,6 mmol
de cobre, después de la incubacion de 12 dias, se mejor¢ significativamente la
supresion de la enfermedad con el complejo de quitosan-cobre (75% de supresion)

mas que con el quitosan solo, concluyendo que complejo de quitosan-Cu podria ser
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un agente de control de enfermedades para su uso tanto en la agricultura

convencional y organica.

Lizarraga-Paulin et al., (2013) evaluaron el efecto del quitosan y peroxido de
hidrégeno (H,O.) en recubrimientos de semillas y aspersiones de plantulas en dos
variedades de maiz (Zea mays L.) diferentes. Midieron su fenologia y la cantidad de
proteina presentando como resultados que el recubrimiento de semillas aumento la
tasa de germinacion y el aumento de las plantulas, la longitud del tallo y la calidad
proteinica. Las aplicaciones por aspersion de quitosan y H,O, no generaron ninguin

efecto sobre la fenologia de las plantulas.

Otro trabajo relacionado lo realizaron Mansilla et al., (2013) quienes evaluaron las
propiedades antimicrobianas y el modo de accion del quitosan contra Pseudomonas
syringae (Pto) en el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) obteniendo como
resultado que la aplicacion de quitosan inhibi6é el crecimiento bacteriano de Pto esto
en base a la concentraciébn, en un mediano pH, y la presencia de iones
metélicos. Los cambios bioquimicos y celulares y el crecimiento bacteriano
deteriorado fueron notables, por lo tanto se caus6 dafios en las superficies
bacterianas y la incidencia de la enfermedad en el tomate se redujo
significativamente en plantulas pretratadas con quitosan, revelando una accion

prometedora de éste como biopesticida no toxico en plantas de tomate.

El cultivo de Tomate
El tomate pertenece a la familia de las solanaceas, junto con otros cultivos de
importancia econdmica como el pimiento, berenjena y la patata. Fue clasificado por

Miller (1754) como Lycopersicon esculentum y renombrado por Child (1990) y Peralta
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y Spooner (2006) como Solanum lycopersicum (Diez y Nuez, 2008). El tomate
cultivado ha alcanzado gran popularidad gracias por su versatilidad en formas
frescas o0 procesadas (Antignus, 2003). Es la segunda hortaliza mas consumida
después de la papa y se encuentra en varios usos directos e indirectos en la dieta
humana, proporcionando fuentes importantes de vitaminas A y C, minerales
esenciales, antioxidantes fendlicos y otros varios nutrientes (Kaliay Palanisamy,

2013)

Calidad nutracéutica en frutos de tomate

La calidad del fruto del tomate se determina por su apariencia (color, tamafio, forma,
ausencia de desordenes fisiolégicos y descomposicion), firmeza, textura y materia
seca, sus propiedades sensoriales (sabor) y nutracéuticas (beneficios para la salud).
La calidad sensorial del tomate se atribuye principalmente a la concentracion de
compuestos volatiles responsables del aroma de &cidos y de azucares; su calidad
nutracéutica se define por su contenido de minerales, vitaminas, carotenos y

flavonoides (Papadopoulos, 2004).

En general, los altos contenidos de azucar, enrojecimiento del color y textura firme se
asocian al sabor (Salunkhe et al., 1974). El tomate contiene una excelente fuente de
compuestos nutracéuticos, tales como diversos nutrientes, metabolitos secundarios,
3-caroteno, licopeno, vitaminas C y E, flavonoides y diversos compuestos
fendlicos. La ingesta dietética de tomate y productos derivados contienen licopeno, y
se ha demostrado que este compuesto se asocia con la disminucion del riesgo de

enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer (Ghorbani et al., 2012).
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El licopeno es un carotenoide lipdfilo que es responsable del color rojo en diversas
frutas y verduras y se encuentra comunmente en los tomates, es uno de los
antioxidantes mas potentes entre los carotenoides de la dieta, debido principalmente
a sus numerosos enlaces dobles conjugados (Figura 4), y también tiene la capacidad
de bloquear la accién del oxigeno en el estrés oxidativo en comparacion con otros

carotenoides (Ferreira y Correa, 2013).

Licopeno

Figura 4. Estructura molecular del Licopeno. (Fennema, 2000)

La calidad de la nutricion y las propiedades nutracéuticas de los frutos de tomate las
cuales son relacionadas con la salud humana, especialmente carotenoides,
flavonoides, fenoles y compuestos antioxidantes, se ven afectados por la luz, la
temperatura, el CO; contenido en el aire, los contaminantes del aire, la velocidad y
disponibilidad del agua, régimen de riego, la salinidad y la otros aspectos de la
calidad de agua, la estructura del suelo, fisica del suelo y las caracteristicas
quimicas, fertilizantes minerales y organicos y la materia organica del suelo

(Ghorbani et al., 2012).
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METODOLOGIA
Etapas y Localizacién

La presente investigacibn consta de dos etapas la primera se inici6 con la
germinacion de la semilla y el respectivo transplante, el invernadero se localiza en las
coordenadas 25°21'21.50 latitud Norte y 101° 2'10.82 longitud Oeste, a un altitud de
1763 msnm, ubicado en el departamento de Horticultura en la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro, Buenavista Saltillo, Coahuila. El invernadero fue de tipo
multitunel, orientacion Sur-Norte, con un cubierta de Polietileno, presentando
temperaturas de 37°C en el dia y en la noche alcanzaba hasta 15°C, con una

humedad relativa del 70%.

La etapa 2 contemplo la fase de laboratorio, la fase postcosecha significada por los
analisis efectuados al contenido licopeno en el fruto de tomate, se realizd en el
laboratorio de Fisiologia Vegetal del Departamento de Horticultura dentro de la

misma institucion.
Tratamientos, aplicacion y desarrollo del cultivo

El nanocobre (nCu) utilizado en el estudio fue sintetizado en el Departamento de
Materiales Avanzados del Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA)
ubicado en Blvd. Enrique Reyna No. 140, Col. San José de los Cerritos, Saltillo,
Coahuila, usando la metodologia de Cadenas-Pliego et al. (2013). Por su parte, los
hidrogeles de quitosan usados fueron de la marca Marine Chemicals (PM=200,000).
El estudio se realizo en el ciclo primavera-verano del afio 2016. Se usaron semillas

de tomate (Solanum lycopersicun L.) tipo bola, de crecimiento indeterminado, la
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semilla fue el hibrido Caiman de Enza Saden. La siembra se realizé en una charola
de polietileno de 200 cavidades y se desarrollo6 por 30 dias. Las plantulas se
nutrieron con la solucion Steiner (Steiner, 1961) al 20% todos los dias hasta el dia

del transplante.

Los tratamientos utilizados consistieron en la aplicacion de diferentes

concentraciones de nCu en hidrogeles de quitosan como se describe a continuacion:

Tratamiento 1) 0.02 mg nCu + Q,
Tratamiento 2) 0.2 mgnCu + Q,
Tratamiento 3) 2.0 mg nCu + Q,
Tratamiento 4) 10.0 mg nCu + Q,
Tratamiento 5) 0.0 mg nCu + Q (solo quitosan),

Tratamiento 6) Testigo Absoluto

Los tratamientos se aplicaron al sustrato previamente al trasplante colocado 1 g de
hidrogel por cada planta. Este se coloco en la parte media de la maceta la cual se
dividié en tres diferentes estratos como se muestra en la Figura 5. El sustrato se
colocé en bolsas negras (40 x 40) de polietileno con capacidad de 12 L. Se us6 una
mezcla de sustrato de peat moss y perlita 50:50 (v:v). Posteriormente se realizo el

trasplante cuando las plantas tenian cuatro hojas verdaderas (Figura 6).

30



Hydrogel

Hydrogel

Hydrogel

Figura 5. Esquema de la aplicacion de los tratamientos.

Se colocé un sistema de riego dirigido, y se us6 un timer marca TAYLOR modelo
5806 para la aplicacion de cuatro riegos por dia cada 6 horas. Para la nutricion del
cultivo se uso la solucién nutritiva Steiner (Steiner, 1961), aplicando concentraciones
de 25% las primeras 2 semanas después del trasplante, 50% las semanas 3 y 4,

75% las semanas 5y 6, y 100% a partir de la semana 7 (Figura 7).

Figura 6. Trasplante de plantulas de tomate en macetas que contenian los diferentes
tratamientos de nanoparticulas de Cu.
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Figura 7. Colocacion del riego dirigido y crecimiento de las plantas de tomate dentro del
invernadero.
Durante el desarrollo del cultivo se realizaron las labores culturales correspondientes
como la poda, tutoreo, anillado, etc (Figura 8). También se efectu6 el raleo de frutos
para obtener el desarrollo de cinco tomates por racimo. Finalmente, cuando las
plantas alcanzaron una altura promedio de 167 cm, se eliminé el apice central para

evitar su crecimiento y esperar la maduracion de los frutos amarrados.

Variables evaluadas

El diametro del tallo en cada plata, la altura de la planta, nimero de hojas por plata,
namero de racimos y niumero de frutos amarrados.

El rendimiento se evalu6 en la cosecha obteniendo en nimero de frutos por plantas y
el peso promedio de frutos. También se contabilizé el nimero de racimos florales
para determinar si hubo diferencias en el desarrollo de inflorescencias producidas

por las plantas.
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La biomasa fresca de cada 6rgano se obtuvo al momento de eliminar las plantas, y
después de su deshidratacion en un horno de secado marca Linderberg/blue modelo
GO1350C-1 a 80°C por 72 horas se obtuvo la biomasa seca.

Para obtener la cantidad de licopeno en fruto, se tomaron muestras de frutos que
presentaran caracteristicas similares como tiempo de maduracion, tamario, color, etc
como se muestra en la Figura 9 la prueba de laboratorio se realizé por medio de la

técnica de Espectrofotometria (Fish et al. 2002).

Figura 8. Labores culturales realizadas al cultivo de tomate con diferentes concentraciones
de nanoparticulas de Cobre (nCu) + Quitosan (Q) en el sustrato. a)Tutoreo y anillado. b) Poda
basal de las plantas.
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s » o 0 =T ey
Figura 9. Estado de maduracion de las platas de tomate. a) Crecimiento y fructificacién de
las plantas de tomate en condicion oportuna para realizar la cosecha y cuantificar el
rendimiento. b) Estado fisiol6gico apropiado para realizar la prueba de Licopeno mediante el
método de la Espectrofotometria.

Metodologia para la evaluacién de las variables

El diametro del tallo se midi6 cada 15 dias entre la tercera y cuarta hoja presente en

la planta de suelo hacia arriba, con un vernier marca KD-TOOLS modelo KDT3756.
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La altura con una cinta métrica marca Stanley modelo 30-615.

Se realizé el conteo manual del nimero de hojas, racimos desarrollados y frutos
amarrados.

El rendimiento se obtuvo cuando los frutos estuvieron en la etapa de maduracion, se
cosecho y se pesé cada fruto por planta en una balanza analitica marca PIONEER
modelo PA1502, esto se realiz6 cada 15 dias o cuando los frutos estuvieran en
estado maduro.

Los datos de peso fresco de la planta se obtuvieron al final del cultivo al disectar y
separar las hojas y el tallo, colocandolos en bolsas de papel marcadas y pesando en
una balanza analitica marca PIONEER modelo PA1502.

La raiz se extrajo separando el sustrato de la maceta manualmente y se retir6 el
exceso de sustrato con agua, por ultimo se pesaron en la balanza marca PIONEER
modelo PA1502. Para obtener el peso seco se colocaron las bolsa de papel donde
se encontraba la planta disectada en dos estufas de secado marca Linderberg/blue
modelo GO1350C-1 por 72 horas aproximadamente, con temperatura de 80 °C, por

altimo se pesaron en la balanza, para comparacion entre tratamientos.

Determinacion de Licopeno por el método de Espectrofotometria
Para la determinacion de licopeno se utilizé el método descrito por Fish et al. (2002)

con algunas modificaciones.

La cuantificacion de licopeno se realizé cuando el fruto se encontraba en una etapa
de maduracion, se extrajeron muestras similares de cada tratamiento, se llevaron al
laboratorio de Fisiologia Vegetal en el departamento de Horticultura, se guardaron en

el ultracongelador marca SANYO modelo U53VA a -80 °C, para los analisis se
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descongelaron las muestras y se pesaron 3 g de pericarpio del fruto colocandolos en
un mortero frio, se agregaron 3 ml de buffer de fosfatos con pH de 7, después se
maceraron las muestras y con una micropipeta marca Science Med modelo MI0380
se depositaron 4 ml de esta mezcla en tubos de 15 ml, al tubo se le agregaron 8 ml
de hexano:cetona (3:4), se agito en un vortex marca GENIE-1 modelo SI-0136 hasta
homogenizar la mezcla para separar y disolver los pigmentos de las membranas

(Davis et al. 2003).

Posteriormente se centrifugo a 3000 rpm por 10 min. después con una micropipeta
se extrajo el sobrenadante, se colocé en tubos eppendorf de 2 ml. Por ultimo se leyo
la absorbancia comparando con un blanco el cual fue agua destilada, coloco cada
muestra en una celdilla del espectrofotometro marca Thermo Cientific modelo G10S

UV-Vis leyéndose una longitud de onda de 502 nanémetros.

La cantidad de Licopeno se obtuvo aplicando la féormula:

Licopeno (ug-g™") = A 502 [1/320] 4

Dénde:

A = Absorbancia obtenida en el espectrofotdmetro

502 = es la longitud de onda expresada en nanémetros, la cual se establecié para

minimizar la interferencia con otros carotenoides.

[1/320] x 4 = es una constante

Se sustituy6 el valor de la absorbancia en la formula y se obtuvo la cantidad de

licopeno en microgramos por gramo de muestra.
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Analisis estadistico

En la investigacion se establecié un disefio experimental cuadro latino como se
muestra en la Figura 10. Se establecieron 6 tratamientos con 18 repeticiones

considerando una maceta con una planta como una unidad experimental.

Para detectar la existencia de diferencias estadisticas entre tratamientos se realizo
un analisis de varianza (ANOVA), adicionalmente se efectué una prueba de
separacion de medias segun LSD (p<0.05). Todos los analisis estadisticos se

trabajaron en el software estadistico R.

0.2 | 02| 02 10 10 10 | 0.02 | 0.02 | 0.02 2.0 | 2.0 2.0
mg | mg | mg mg | mg | mg mg | mg mg mg | mg mg
+Q | +Q | +Q TO T0 TO +Q +Q +Q +Q +Q +Q Q Q Q +Q +Q +Q

2.0 20 | 20 | 002 ]0.02|002| 02 | 0.2 | 0.2 10 10 10
mg mg | mg | mg | mg | mg mg | mg | mg | mg | mg mg

0.02 (002|002 02 | 02 | 0.2 10 10 10 2.0 2.0 2.0
mg mg mg mg | mg | mg mg | mg mg mg mg mg
TO T0 TO +Q +Q +Q +Q +Q +Q +Q +Q +Q +Q +Q +Q Q Q Q

0.02|0.02|0.02| 0.2 0.2 | 0.2 20 | 20 | 2.0 10 10 10
mg | mg| mg |[mg+| mg | mg | mg | mg | mg mg | mg | mg
+Q | +Q | +Q Q +Q | +Q | +Q | +Q | +Q Q Q Q 70 | TO T0 | +Q | +Q | +Q

10 10 10 2.0 | 2.0 20 |0.02 002 |002]| 02 | 0.2 0.2
mg | mg | mg mg | mg mg mg mg mg | mg+| mg mg
+Q | +Q | +Q Q Q Q TO T0 TO +Q +Q +Q +Q +Q +Q Q +Q +Q

20 | 20 | 20 10 10 10 0.2 0.2 0.2 | 0.02 | 0.02 | 0.02
mg | mg | mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
«Q|+ |+ |+ |+ |+ | a | a | a | To|[To]|To |+ |+ |+ |+ | +Q | +Q
Figura 10. Distribucion de las macetas dentro del invernadero en un disefio experimental
cuadro latino de un cultivo de tomate al cual se le aplicaron diferentes concentraciones de

nanoparticulas de Cobre (nCu) + Quitosan (Q) en el sustrato. TO= testigo, Q= quitosan.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Variables de Crecimiento y Desarrollo del Cultivo

Los resultados de la evaluacidon de las variables agrondmicas relacionadas al
crecimiento del cultivo de tomate son presentados en la Tabla 1. Las variables
diametro de tallo y nimero de hojas presentaron diferencias significativas, mientras

gue en la altura de planta no las hubo.

En la variable diametro del tallo el mayor valor se obtuvo con el tratamiento de 10

mg L™ nCu + Q con 22.49 mm, sin embargo este no fue superior al testigo.

Tabla 1.- Comparacion de medias realizadas a las variables agronémicas
relacionadas al desarrollo y crecimiento del cultivo de tomate aplicando
nanoparticulas de Cobre (nCu) + Quitosan (Q) bajo condiciones de invernadero:

TRAT AP DT No. Hojas
(cm) (mm)

0.02mgL" nCu+Q 169.55a» 21.39b 20.27 ab
0.2mg L nCu +Q 166.81 a 22.07 ab 19.64 bc
20 mg L™ nCu+Q 168.72 a 21.63 ab 20.43 a

10 mg L™ nCu +Q 168.62 a 2249 a 20.00 abc
Q 167.83 a 21.74 ab 19.83 abc
TO 167.25 a 22.26 a 1943 ¢
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CV (%) 3.83 5.87 5.44

P NS * *

AP=altura de la planta, DT=diametro del tallo, »=Letras diferentes por columna indican
diferencias significativas (Tukey, p < 0.05), CV= Coeficiente de variacion, *=Diferencia
Significativa, NS= Diferencia no Significativa.

En el nimero de hojas se presentaron diferencias significativas, donde la mayor
cantidad de estas se presentd en el tratamiento de 2.0 mg L™ nCu + Q siendo
superior al testigo ya que este fue el que presentd la menor cantidad. Estos
resultado coinciden con los obtenidos por a Qi et al., (2013) quienes realizaron una
investigacion donde analizaron los efectos de las nanoparticulas de 6xido de titanio
(nano-TiO,), en la fotosintesis de la hojas de tomate bajo estrés térmico suave, los
resultados mostraron que la tasa de fotosintesis neta, la conductancia, y la tasa de
transpiracion de las hojas aument6 después de la aplicacién de una concentracion
apropiada de nano-TiO,, concluyendo que las nanoparticulas juega un papel positivo
en la fotosintesis de las hojas de tomate, por lo tanto si se presenta un aumento en
fotosintesis de la planta se podra inducir un mayor crecimiento en los 6rganos de la

misma.

Variables en Produccién de Biomasa

Los resultados de las variables de biomasa son presentados en la Tabla 2. Se
observé que las variables peso seco de hoja-tallo, peso fresco y seco de raiz
presentaron diferencias estadisticas, solo en la variable peso fresco de hoja-tallo no

hubo diferencias.

El peso seco de hoja-tallo mostro diferencias significativas, aqui la concentracion

0.02 mg L™ nC +Q indujo el mayor valor. Por su parte, el peso fresco de la raiz
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también mostro diferencias significativas siendo el tratamiento de 10 mg L™ nCu + Q
el de mejor resultado. Estos resultados concuerdan con De la Rosa et al., (2013)
quienes reportan un aumento del 35% en la produccidén de biomasa respecto a los
controles en las plantulas de tomate al aplicar 800 mg L™ de nanaoparticulas de
oxido de zinc (ZnO PN). Coincidiendo con esto Wang (2014) realizo una
investigacion para conocer la fitotoxicidad de las nanoparticulas de Oxido de cerio
(CeO ,—-NPs) en el crecimiento de las plantas de tomate, obtuvieron en los
resultados que la aplicacion en el riego de las CeO , -NPs a concentraciones de
hasta 10 mg L™ estimulo el crecimiento de plantas de tomate, pero que la exposicion

alas CeO , -NPs lo largo de un ciclo de vida perjudica el crecimiento de plantas.

Tabla 2.- Comparacion de medias realizadas a las variables agronémicas referentes
a la biomasa del cultivo de tomate aplicando nanoparticulas de Cobre (nCu) +
Quitosan (Q) bajo condiciones de invernadero:

TRAT PFHT PSHT PFR PSR
9 (9) (9 (9)
0.02mgL"nCu+Q 2323.73a» 23465a 78.46 ab 9.71b

0.2mg L™ nCu +Q 2204.17a 21257 ab 77.12ab  10.23 ab
20 mg L""nCu+Q 2207.87a 201.62hb 95.77 a 12.14 ab

10 mg L™ nCu +Q 2314.75a  216.39 ab 95.94 a 12.56 a

Q 2308.88a  199.75b 86.62ab  10.65 ab
TO 2192.16a  196.80 b 79.01ab  9.95b

CV (%) 16.96  19.50 3208  33.74

0 NS . . .

PFHT=peso fresco de hojas y tallo, PSHT=peso seco de hoja y tallo, PFR=peso fresco de
raiz, PSR=peso seco de raiz, »=Letras diferentes por columna indican diferencias
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significativas (Tukey p < 0.05), CV= Coeficiente de variacion, *=Diferencia Significativa, NS=
Diferencia no Significativa.

También Vittori et al.,, (2014) evaluaron la influencia de la exposicion a las
nanoparticulas modificadas (NP) con 6xidos metélicos (CeO,, Fe3O4, SnNO,, TiOy) y
NP metélicas (Ag, Co, Ni) en las plantas de tomate, obtuvieron como resultado que
las NP oxido metalicas de Fe3O4, promovieron el crecimiento de la raiz. Sin embargo,
estos mismos autores reportan que la aplicacién de NP de diéxido de estafio (SnO,)
redujo en un 63.1% la materia seca de este cultivo.

En el peso seco de raiz se presentaron diferencias significativas, el tratamiento de
10 mg L™ nCu + Q fue el mejor con 95.94 g. Karami et al., (2015) reportaron una
disminucién dréastica en el indice de vigor y la longitud de raiz de plantulas de tomate
tratadas con nanoparticulas de plata (AgNPs) con un tamafio 50 nm en cinco
concentraciones diferentes, 0, 25, 50, 75y 100 mg L — aplicadas a la semilla. En los
resultados obtenidos aqui se observé el mismo efecto en algunos tratamientos,

sobre todo el de 0.02 mg L™ nCu + Q que genero el menor peso seco de raiz.

Variables en Rendimiento

Los resultados obtenidos en las variables agrondémicas relacionadas al rendimiento

del cultivo de tomate, son presentados en la Tabla 3.

El aumento de rendimiento es uno de los objetivos de la siembra mas importantes
para todos los cultivos (Ikeda et al., 2013). En los resultados obtenidos en este
trabajo el tratamiento de 10 mg L™ nCu + Q alcanzo los mayores valores, siendo
estos resultados estadisticamente significativos, alcanzando un aumento del 17%

mas por planta (1064.61 gr.) en comparacién con el testigo, en el nimero racimos se
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presentaron diferencias significativas, superando ligeramente al testigo con un
promedio de 6.31 racimos por planta, en la variable nimero de frutos se existieron
por igual diferencias significativas presentandose un valor superior de 28.50 g en la
concentracion. Estos resultados coinciden con Wang et al., (2012) quienes
determinaron que las nanoparticulas de Oxido de cerio (CeO , -NPs) a diferentes
concentraciones (0.1 a 10 mg L™) tuvieron efectos positivos sobre el rendimiento de

tomate, especificamente en el crecimiento de la planta y la produccién de frutos.

Tabla 3.- Comparacion de medias realizadas a las variables agronémicas
relacionadas al rendimiento del cultivo de tomate aplicando diferentes
concentraciones de nanoparticulas de Cobre (nCu) + Quitosan (Q) bajo condiciones
de invernadero:

TRAT No. Racimo No. Frutos REN
(g/Planta)
0.02mgL™"nCu+Q 6.00 b » 27.11 ab 6966.65 ab
0.2mg L™ nCu+Q 6.00 b 26.22 b 6515.65 b
20 mg L™"'nCu+Q 6.00 b 26.44 ab 6586.40 b
10 mg L™"nCu +Q 6.31a 28.50 a 7348.99 a
Q 6.00 b 26.61 ab 6921.88 ab
TO 6.00 b 26.58 ab 6284.38 b
CV (%) 3.42 12.28 16.49
p * * *

REN=rendimiento, »=Letras diferentes por columna indican diferencias significativas (Tukey
p < 0.05), CV= Coeficiente de variacién, *=Diferencia Significativa, NS= Diferencia no
Significativa.

El tratamiento a base de Quitosan (Q) presento diferencias en las variables: Numero

de Frutos, Numero de Racimos, peso fresco de hoja-tallo, peso fresco de raiz y
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rendimiento, alcanzando valores favorables que fueron superiores en referencia al
testigo, cabe resaltar que estos valores también fueron mayores a los conseguidos
por los tratamientos 2.0 mg L™ nCu+ Qy 0.2 mg L™ nCu + Q los cuales contenia
nanoparticulas de Cu, mostrando un incremento superior en las cantidades de las
variables medidas, pero no rebasando al tratamiento con los mayores resultados.
Esto coincide con Bautista et al., (2006) quienes concluyen que el quitosan induce
barreras estructurales, por ejemplo la sintesis de materiales como la lignina y el
aumento en el rendimiento del cultivo de tomate cosechado. También Saharan et al.,
(2015) evaluaron el efecto de la combinacion de nanoparticulas de quitosano (nQ) +
Cu (Cobre) en el crecimiento de tomate (Solanum lycopersicum Mill), aqui los
resultados mostraron un efecto promotor en la germinacién de semillas de tomate, la

longitud de las plantulas y en el peso fresco y peso seco.

Variables de Postcosecha

El contenido de licopeno como parte de las variables postcosecha y el principal
compuestos antioxidante en el cultivo de tomate presenta una diferencia significativa
entre cada uno de los tratamientos como se muestra en la Tabla 4.

En esta variable aunque los datos son similares entre si estadisticamente, en
referencia con el testigo los resultados muestran a todos los tratamientos que
contenian nCu con una mayor cantidad de licopeno en el fruto. Estos resultados se
mostraron similares a Uhram et al., (2013) quienes aplicaron al cultivo de tomate
nanoparticulas de oxido de titanio (nano-TiO,) en forma de aerosol, lo cual dio como
resultado una mayor actividad antioxidante en frutos a una concentracion de 5000

mg / kg. Por su parte Mohammad et al., (2013) realizaron la aplicacion en el riego de

43



Nanoparticulas de 6xido de niquel (NiO-PN) en un intervalo de concentracion de
0.025 a 2.0 mg / ml en plantulas de tomate, concluyo que en comparacion con el
control el tratamiento de 2.0 mg / ml de NiO-NPs mostré6 mayor actividad de
enzimas antioxidantes.

Tabla 4.- Comparacion de medias realizadas al contenido de licopeno en frutos de
plantas de tomate crecidas bajo diferentes concentraciones de nanoparticulas de Cu
+ Quitosan en invernadero:

TRAT LICOPENO
(Hg-g™)
0.02mgnCu+Q 481 a»
0.2mgnCu+Q 4.17 ab
2.0 mgnCu +Q 3.62 ab
10 mgnCu +Q 4.47 ab
Q-PVA 3.52b
TO 3.42Db
C.V. (%) 23.62

*

»=Letras diferentes por columna indican diferencias significativas (Tukey p < 0.05), CV=
Coeficiente de variacion, *=Diferencia Significativa, NS= Diferencia no Significativa.

Wang (2014) investigo la fitotoxicidad de las nanoparticulas de 6xido de cerio
(CeO ,—-NPs) y de las nanoaprticulas de o6xido de titanio (TiO ;—NPs) en el
crecimiento de las plantas de tomate por separado, asi como los efectos causado por
la exposicién a la combinacién de los dos tipos de nanoparticulas, obtuvieron en los
resultados que la aplicacion de las nanoparticulas de 6xido de cerio (CeO ; —NPSs)

colocadas en el suelo seco previo a la exposicion del cultivo a concentraciones de 4
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y 40 mg / kg, seguido de la incorporaciéon al sistema de riego de 1000 mg / L de
nanoaprticulas de oxido de titanio (TiO , —NPs), esto en postratamiento aumentaron
las actividades de proteinas antioxidantes en comparacion con los tratamientos de
CEO , -NPs y TiO , -NPs por separado. Asi también Saeed, et al., (2015) sefialan un
aumento significativo de enzimas antioxidantes en brotes y raices de plantas de
tomate tratadas con nanoparticulas de Plata (AgNPs) por otro lado especifica que la
actividad de superperoxido dimutasa (SOD) disminuyo significativamente en las
raices a 100 mg L™.

Entre el tratamiento basado en Quitosan y el testigo no se presentaron diferencias
significativas, estos resultados no coinciden con varios estudios que comprueban los
efectos benéficos el quitosan sobre este cultivo como Katiyar y Singh (2015) quienes
establecen que el quitosan afecta a varias respuestas fisiolégicas como la inmunidad
de la planta, los mecanismos de defensa que implican diversas enzimas tales como,
liasa de amonio fenilalanina, polifenol oxidasa, liasa de amoniaco tirosina, mayor
actividad de enzimas antioxidantes y que ayuda en la formacion de barreras que
mejora la productividad de la planta. Deepmala y Hemantaranjan (2015) concluyen
gue el quitosan debido a su biocompatibilidad y biodegradabilidad puede ser aplicado
en la agricultura, indicando que reduce el efecto perjudicial de las plantas en estrés,
afecta las respuestas fisiologicas e incrementa los mecanismos de defensa en las

plantas como los antioxidantes.
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CONCLUSIONES

La aplicacién de hidrogeles de quitosan con y sin nCu tuvo un efecto positivo en casi

todas las variables agronémicas relacionadas al vigor de las plantas de tomate.

En referencia a la calidad nutracéutica se encontr6 que con la aplicacion de

nanoparticulas de Cu en quitosan aumenté la cantidad de licopeno en el fruto.

Al realizar la aplicacion de quitosan se obtuvieron resultados favorables en las etapas

de crecimiento y en el desarrollo del cultivo.

Se demostré que la aplicacion de nanoparticulas de Cu en hidrogeles de quitosan
tiene efectos positivos en el crecimiento, rendimiento y caracteristicas nutracéuticas

de interés en las plantas de tomate.
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