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RESUMEN

Se establecio un cultivo de tomate tipo bola bajo condiciones de invernadero,
con el objetivo de evaluar si la aplicacién de nanoparticulas (NPs) de cobre (Cu)
en hidrogeles de quitosan modifica la concentracion de compuestos
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos en hojas y frutos de plantas de
tomate. Se aplicaron al sustrato los siguientes tratamientos: 10 mg planta” de
NPs de Cu en hidrogeles de quitosan (1 g planta™), quitosan-PVA (1 g planta™)
y un testigo absoluto. Se evaluaron las siguientes variables: APX, catalasa,
GPX, glutatién reducido, PAL, fenoles totales, clorofila a, clorofila b, clorofila
total y carotenoides, licopeno, acidez titulable, vitamina C, altura, PSA, PSR y
rendimiento. Para el desarrollo del experimento se us6 un disefo
completamente al azar con 20 repeticiones por tratamiento. En los resultados se
observo que la aplicacion de los tratamientos mejoré las variables de calidad del
fruto. El tratamiento con NPs de Cu aumento un 44% el contenido de licopeno
en relacion al testigo, mientras que el tratamiento de quitosan-PVA aumento el
contenido de vitamina C en un 32.34 % con respecto al testigo. Para las
variables de compuestos antioxidantes la aplicacion de NPs de Cu mostro
diferencias en el contenido de APX, catalasa, GPX, glutation reducido, PAL y
fenoles totales en hoja de tomate, y en fruto la actividad de catalasa (122%) y
contenido de GPX (20.47%) aumentaron con respecto al testigo. En cuanto a la
actividad de GPX y glutation reducido en fruto, el tratamiento de quitosan-PVA
presentd un aumento del 25.55% y un 24.66% respectivamente en comparacion
al testigo. En cuanto al contenido de fenoles totales en hoja el tratamiento
quitosan-PVA también superd al testigo por 37.69%. Se demostré que la
aplicacibn de NPs de Cu en hidrogeles de quitosan-PVA tienen efectos
positivos en variables relacionadas al vigor, compuestos antioxidantes y

caracteristicas nutracéuticas de interés en las plantas de tomate.

Palabras clave: tomate, agricultura, compuestos antioxidantes, NPs de Cu,
quitosan-PVA.
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INTRODUCCION

El tomate (Solanum Ilycopersicum L.) es el cultivo horticola mas importante del
mundo, éste se usa tanto en fresco como producto procesado (Gad y Hassan,
2013). En México, el cultivo del tomate representa el 37% del valor total de las
exportaciones horticolas y el 16% de las agropecuarias, convirtiéndolo en el
principal productor horticola de exportacién (SIAP-SAGARPA, 2008).

La nanotecnologia tiene aplicacion en sistemas de alimentacion y agricultura
sustentable, de ésta manera los nanomateriales ofrecen innovacion de
productos a la industria de alimentos ya que proporcionan una mejor alternativa
y estrategia de proteccion de los cultivos. Actualmente las nanoparticulas
(particulas de 1 a 100 nanémetros de tamano) se estan utilizando cada vez mas
para una variedad de propdsitos clinicos y comerciales (Somasundaran et al.,
2010).

El uso de la nanotecnologia es aun limitada, debido a la falta de datos para la
adecuada evaluacion de su toxicidad (Narayanan et al., 2013). En comparacién
con los materiales a granel, las nanoparticulas (NPs) pueden ser mas tdxicas
y/0 beneficiosas, ya que tienen la capacidad potencial de pasar la membrana
celular de la planta debido a su tamario (Adhikari et al., 2013).

Recientemente, algunos trabajos de investigacién han demostrado que las NPs-
Cu se depositan en las células de la raiz y hoja, ademas, se acumulan en los
tejidos de la planta (Shi et al., 2014), incrementan la actividad enzimatica de
catalasa (CAT) y disminuyen la actividad de la ascorbato peroxidasa (APX) en
lechuga (Juarez-Maldonado et al., 2015; Trujillo-Reyes et al., 2014). Las NPs-
SiO2 promueven la actividad enzimatica SOD y &cido indolacético (IAA) en
algodon y se encuentran presentes en la savia del xilema y raiz y son

transportadas desde la raiz hacia los brotes (Le et al., 2014).



En este caso el uso de hidrogeles de quitosan sirve para encapsular las NPs de
Cu permitiendo un mayor control de liberacion en los suelos y sustratos, con

poca restriccion en la exploracion de las raices.

Ademas diversos estudios han demostrado que el quitosan posee propiedades
antimicrobianas (El Hadrami et al., 2010), operando también como inductor de
resistencia (El Hadrami et al., 2010; Khan et al., 2003) Debido a lo anterior se
evaluara el uso de las NPs de Cu en hidrogeles de quitosan-PVA en tomate
para buscar mejores caracteristicas en la planta y activar los mecanismos de

defensa contra el estrés oxidativo.

Los antioxidantes en las plantas generalmente estan ligados a la capacidad de
tolerar estrés oxidativo, la aplicacion de NPs de Cu resulta en una mayor
generacion de antioxidantes, asi la planta tendra mayor capacidad de tolerar
algun tipo de estrés ya sea bibtico y/o abibtico. Los compuestos generalmente
asociados con la capacidad antioxidante son: la catalasa, peroxidasa y vitamina
C (entre otros) (Rios-de-Molina, 2003).

En México la produccion del tomate se ve afectada por los cambios en las
condiciones climaticas y patégenos del suelo, el presente trabajo busca un
beneficio directo para los productores ya que se podran disminuir los efectos
negativos en el cultivo por condiciones adversas induciendo resistencia contra
patdégenos a través de la aplicacion de NPs de Cu asi mismo se inducira un
mayor rendimiento del cultivo (SAGARPA, 2010).



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si la aplicacidn de nanoparticulas de cobre en hidrogeles de
quitosan-PVA modifica la concentracion de compuestos antioxidantes

enzimaticos y no enzimaticos en hojas y frutos de plantas de tomate.

Objetivos especificos:

1. Evaluar la actividad de las enzimas mas representativas de la actividad

antioxidante.
2. Analizar el efecto de las NPs-Cu sobre el crecimiento y desarrollo de la

planta de tomate.
3. Determinar el contenido de compuestos antioxidantes no enzimaticos.

HIPOTESIS

La aplicacion de nanoparticulas de cobre afecta significativamente la actividad
enzimatica y el contenido de compuestos antioxidantes de las plantas de

tomate.



REVISION DE LITERATURA

Nanotecnologia

La nanotecnologia ha sido definida como toda aquella tecnologia que se
relaciona con nuevos materiales, sistemas y procesos que operan a una escala
de 100 nanémetros (nm) 0 menos, supone la manipulacion de materiales y la
creacidn de estructuras y sistemas a escala de atomos y moléculas, esto es, a
nanoescala. Las propiedades y efectos de las particulas y materiales a
nanoescala difieren considerablemente de las particulas mas grandes con igual
composicién quimica. Las nanoparticulas pueden tener una mayor reactividad
quimica y ser mas bioactivas que las particulas mas grandes, por su tamafno,
tienen mejor acceso a cualquier cuerpo y tienen probabilidad de entrar en
células, tejidos y o6rganos. Estas propiedades ofrecen nuevas aplicaciones en
casi todas las areas de la industria (Zayago y Foladori, 2010).

La nanotecnologia tiene aplicacion en sistemas de alimentacion y agricultura
sustentable, mientras que los nanomateriales ofrecen innovacién de productos
a la industria de alimentos, en forma de colorantes, saborizantes, aditivos
nutricionales e ingredientes antibacterianos para el envasado, asi como
agroquimicos y fertilizantes mas potentes. Por ejemplo, compuestos de
nanoarcilla (plasticos a los que se les ha agregado plaguetas de arcilla
nanoscépicas) tanto en el envasado de alimentos y bebidas como en plasticos
de uso agricola que permiten la liberacién controlada de herbicidas; también se
esta estudiando su empleo como revestimientos de fertilizantes de liberacidén
controlada. La posibilidad que tienen las nanotecnologias de aplicarse a
multiples sectores permite a las companias ampliar sus actividades comerciales
incursionando en otras industrias y nuevos segmentos de mercado (Lugo-
Medina et al., 2010).



Las nanoparticulas tienen una mayor superficie, lo cual resulta en una mayor
reactividad quimica, actividad biolégica y comportamiento catalitico, en
comparacidén con las particulas mas grandes con igual composicidon quimica
(Garnett and Kallinteri, 2006; Limbach et al., 2007; Nel et al., 2006).

Nanoparticulas de elementos minerales

La comprension de la naturaleza de las interacciones entre la ingenieria de
nanomateriales y plantas es crucial para comprender el impacto de la
nanotecnologia en el medio ambiente y la agricultura centrandose en problemas
de toxicidad, el tratamiento de enfermedades en las plantas e ingenieria
genética. Hasta la fecha, se ha avanzado poco en el estudio entre las
interacciones con nanoparticulas en plantas a nivel genética (Quintili, 2012).

El enfoque en el uso de nanoparticulas, es descubrir los efectos de estas sobre
la expresidon génica, los nanotubos de carbono de paredes multiples inducen
cambios previamente desconocidos en la expresion génica en las hojas de
tomate y las raices, en particular, sobre la regulacion de los genes relacionados
con el estrés, incluyendo las provocadas por agentes patégenos y el canal de
agua correspondiente al gen LeAp2. Una nanoparticula amplificada por las
técnicas fototérmica, fotoacustica de formaciébn de imagenes y por
espectroscopia, demostraron la deteccién de los nanotubos de carbono de
paredes multiples en raices, hojas y frutos a nivel celular. Por lo tanto, esta
plataforma integrada permite el estudio del impacto de las nanoparticulas sobre
las plantas con mayor sensibilidad y especificidad, en comparacion con los
ensayos existentes (Khodakovskaya et al., 2011).



La seguridad y la salud en la exposicion a nanoparticulas

Una de las caracteristicas de las nanoparticulas es que la relacién entre el
namero de atomos superficiales y el tamafo de la particula es de caracter
exponencial. Por esas propiedades es importante conocerlas para entender,
predecir y gestionar el riesgo potencial que presentan para las personas (Veiga-
Alvarez et al., 2015)

Las nanoparticulas tienen propiedades y efectos muy diferentes a la de los
mismos materiales en tamanos convencionales, lo que también puede dar lugar
a nuevos riesgos para la salud del hombre y de otras especies. En efecto, los
mecanismos biolégicos normales de defensa parecen no ser capaces de
responder adecuadamente a estas particulas que pueden tener caracteristicas
tan diferentes. Ademas, las nanoparticulas pueden propagarse y persistir en el
medio ambiente, pudiendo tener un importante impacto medio ambiental (Erro,
2011).

El rapido desarrollo y liberacion potencial de nanoparticulas de ingenieria han
planteado considerables preocupaciones debido a las propiedades Unicas de
los nanomateriales. Un aspecto importante de la evaluacién del riesgo de las
nanoparticulas es comprender las interacciones con las plantas, un componente
basico esencial de todos los ecosistemas. El impacto de las nanoparticulas en
las plantas varia, dependiendo de la composicion, concentracion, tamano y
otras propiedades quimicas y fisicas importantes de las nanoparticulas y las
especies vegetales (Medina et al., 2015).

Tanto los efectos potenciadores como inhibidores de las nanoparticulas sobre el
crecimiento de las plantas en diferentes etapas de desarrollo han sido
documentados. Las nanoparticulas podrian ser absorbidas potencialmente por
las raices de las plantas y transportadas a brotes a través de sistemas
vasculares dependiendo de la composicion, forma, tamafio y anatomia de la

planta. A pesar de los conocimientos adquiridos a través de muchos estudios
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previos, todavia quedan muchas preguntas sobre el destino y el
comportamiento de las nanoparticulas en los sistemas vegetales, como el papel
de la superficie o la actividad superficial de las nanoparticulas en la
fitotoxicidad, la ruta potencial de entrada a los tejidos vasculares vegetales y el
papel de las paredes de las células vegetales (Ma et al., 2010).

Aplicaciones de las nanoparticulas

El uso de nanoparticulas en la industria, la salud y las areas de higiene personal
esta aumentando de manera exponencial debido a sus propiedades mecanicas,
electrénicas y quimicas que estas poseen (Somasundaran et al., 2010), estos
avances han pavimentado el camino para posibles aplicaciones en la agricultura
y la industria alimenticia, ya que proporcionan una mejor alternativa y
estrategias prometedoras de proteccion a los cultivos, pero a pesar de estas
caracteristicas, el uso de la nanotecnologia es aun limitada, debido a la falta de
datos para la adecuada evaluacién de su toxicidad (Narayanan et al., 2013).

Las nanoparticulas son gran relevancia en la investigacion cientifica, debido a
que tienen una amplia variedad de aplicaciones potenciales en los campos
biomédico, biol6gico, éptico y electrénico, entre otros. El uso principal de las
NPs en la industria alimentaria se debe a su actividad antimicrobiana, por
ejemplo el dioxido de titanio, es un colorante alimentario que puede utilizarse
como barrera de proteccion en el envasado de alimentos o las NPs de plata
utilizadas como agentes antimicrobianos en los paneles de los refrigeradores y
frigorificos, asi como en los recipientes de almacenamiento, lineas de envasado
y otras superficies destinadas a entrar en contacto con los alimentos. Las NPs
organicas se emplean principalmente para mejorar el valor nutritivo de los
alimentos, utilizdndose como vehiculo para la liberacién de vitaminas y otros
nutrientes incorporados en nanocapsulas (Karunaratne, 2007).



Aplicacion de las nanoparticulas en plantas

El papel inmunomodulador de los biopolimeros naturales, quitosan, ya ha sido
demostrado en plantas, mientras que otros sélo han examinado el efecto de las
nanoparticulas para aplicaciones biomédicas. Se ha investigado la posible
capacidad y mecanismo de las nanoparticulas de quitosan para inducir y
aumentar inmunorespuestas en plantas. En quitosan ha sido ampliamente
utilizado para aplicaciones basadas en materiales y cosméticos. Sin embargo,
en los ultimos tiempos la biomedicina y agricultura también han presenciado un
creciente interés en el quitosan como agente terapéutico (Chandra et al., 2015).

Las nanoparticulas de minerales han sido utilizadas en distintos estudios para
analizar los procesos de estrés oxidativo y como estos modifican la expresién
génica en las plantas, ademas de tener un efecto en los patégenos del suelo y
ser usadas como insecticidas (Peralta y Volke, 2012).

Con respecto a la eficacia del quitosan en la induccién de la defensa en la
planta, en hojas de Camellia sinensis aumento la capacidad de la enzima

peroxidasa (Chandra et al., 2015).

La liberacién de nanoparticulas de plata (NPs-Ag) en el medio ambiente ha
planteado preocupaciones sobre sus efectos en organismos vivos, incluyendo
plantas. Se estudid, los cambios en expresion de genes en Arabidopsis thaliana
expuesta a polivinilpirrolidona- NPs-Ag, el estrés inducido por NPs-Ag origina en
la planta toxicidad, mientras que en los genes asociados a la respuesta contra
patdgenos presentaron un solapamiento al ser expresados (Kaveh et al., 2013).

En un ensayo sobre el efecto de la aplicacién de NPs-ZnO en plantulas de soja
verde y garbanzo las curvas de respuesta a la aplicacion de NPs-ZnO sobre
raices, brotes de Vigna radiata (Soja verde) y plantulas de garbanzo dio como
resultado en las raices y retofilos un incrementé en el crecimiento con el
aumento en la concentracion de NPs-ZnO. A una concentracién de 2000 ppm
hubo un retraso en el crecimiento de la raiz y brotes, reduccion de la raiz. En

las dosis mas altas la reduccidén de crecimiento puede atribuirse al nivel téxico
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de las nanoparticulas. Esto demuestra que las plantulas de soja verde y
garbanzo responden a la aplicacion de nanoparticulas en un rango limitado, si
ese limite es sobrepasado se produce una disminucién en el crecimiento debido
al efecto téxico (Pramod et al., 2011).

Nanoparticulas de cobre

Las nanoparticulas de cobre (NPs de Cu) han atraido mucho la atencion en los
ultimos anos por ser un metal semiconductor, por sus propiedades fisicas,
quimicas, antimicrobianas, asi como por su abundancia (Betancourt-Galindo et
al., 2013). Ademas, el cobre posee un importante papel biolégico en el proceso
de fotosintesis de las plantas, aunque no forma parte de la composicién de la
clorofila.

El cobre contribuye a la formacién de glébulos rojos y al mantenimiento de los
vasos sanguineos, nervios, sistema inmunitario y huesos. Por tanto, es un
oligoelemento esencial para la vida humana y tiene un gran potencial para
emplearse en desarrollos tecnoldgicos sustentables, las NPs de Cu ya han
demostrado su accién antibacterial en patbégenos humanos y enfermedades
nosocomiales (Baba, 2006).

El cobre ha sido de interés particular porque a diferencia de otros metales
antimicrobiales, presenta un amplio espectro de accién contra bacterias y
hongos. La eficacia del cobre depende de las condiciones del medio ambiente,
la concentracién de iones de cobre y el tipo de microorganismos. Dada la
efectividad del cobre contra organismos patégenos asociados con
enfermedades de plantas y animales, ha sido utilizado ampliamente en el sector
agropecuario como pesticida desde hace miles de anos y ultimamente como
promotor de crecimiento vegetal (Jaiswal et al., 2012).



Aplicacion de nanoparticulas de cobre en plantas

Principalmente la agricultura ha sido testigo de cambios radicales desde el siglo
pasado con un giro basado en la investigacion, desarrollando su
industrializacion con monocultivos a gran escala, la mecanizacion, la irrigacion,

el uso de fertilizantes artificiales, etc. (Ingeborg y Kare, 2014).

Los avances nanotecnoldgicos 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
liberacién controlada, liberando sus ingredientes activos en respuesta a su
ambiente y demanda biol6gica. 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 germinacion de
semillas, crecimiento de las plantulas, actividad fotosintética, el metabolismo del
nitrégeno, y de carbohidratos y la sintesis de proteina (Solanki 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 proteccion del cultivo (Aouada y Moura, 2015).

En algunas plantas el efecto del cobre es toxico, se hizo una evaluacion en
Vigna mungo donde la actividad microbiol6gica del suelo no se vio afectada en
todos los tratamiento de nanoparticulas, una variable analizada fue la
germinacién en donde las nanoparticulas de cobre revelaron 76.0 y 81.0% de
germinacién de la semilla. Como al igual que en el control, todos los parametros
de crecimiento se incrementaron en intervalos de tiempo periddicos en el
tratamiento de quitosan al igual que en el tratamiento de nanoparticulas. En su
capacidad de insecticida el tratamiento con NPs de Cu, demostré el maximo
efecto sobre hongos. La poblaciéon bacteriana se redujo en el tratamiento de
nanoparticulas de plata (Selvaraj—Karthick, 2015).

La deficiencia de cobre o su toxicidad en suelos agricolas afecta en la fisiologia
y el crecimiento de una planta, dificultando reacciones fotoquimicas y
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bioquimicas dentro del sistema. El sulfato de cobre ha sido ampliamente
utilizado a pesar de sus efectos tdxicos, una alternativa para evitar estos
problemas es la sintesis de NPs de Cu, estas fueron evaluadas en Vigna
radiata, se observé que en las plantas tratadas con NPs de Cu hubo una mayor
actividad fotosintética, se demostré una mejor asimilacién del nitrégeno en
comparacién al tratamiento que solo tenia sulfato de cobre. Las nanoparticulas
influyeron en la actividad de tres enzimas claves en el ciclo de Calvin, la
fructosa-1, 6-bifosfato fosfatasa (FBPasa), ribulosa-5-fosfato quinasa (RBPasa)
y NADP-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GPDHasa) (Fig. 1) este
resultado indica que NPs de Cu podrian desempefar un papel fundamental en
la reaccién oscura de la fotosintesis (Pradhan et al., 2015).
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Figura 1. Influencia de la aplicacion de NPs-Cu en la actividad enzimatica clave en el
ciclo de Calvin (Pradhan et al., 2015).

La respuesta al estrés en el tratamiento con NPs de Cu fue minima. En el caso
de la peroxidasa (POD) que participa en procesos de desarrollo, biosintesis del
etileno y defensa en la planta. Sus niveles (POD) estaban casi sin cambios
entre control y los tratados con NPs de Cu, mientras que el tratamiento con

sulfato de cobre (CS) mostré6 cambios drasticos con respecto al control. Por lo
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tanto, los tejidos de la planta tratada con NPs de Cu (raiz y hojas) no eran
alterados, mantenimiento la homeostasis normal en el sistema metabolico. La
prolina es un marcador de estrés conocido, que contrarresta el efecto perjudicial
de la tension para mantener el equilibrio de los mecanismos celulares. Por lo
tanto, las actividades con elevadas concentraciones de prolina en tratamientos
con NPs de Cu ayudaron a superar el posible efecto perjudicial de las plantas
forzado por la accién de las nanoparticulas (Pradhan et al., 2015).

NPs de Cu fueron sintetizadas para evaluar la accién antifangica en tomate
(Solanum lycopersicum Mill). El tratamiento con NPs de Cu demostré un efecto
importante en el desarrollo del tomate, tanto en la germinacién, como el
desarrollo de las plantulas, peso seco y peso fresco. Las concentraciones de
61.5y 83.0% causaron inhibicion en la germinacion de las esporas de Alternaria
solaniy Fusarium oxysporum, respectivamente, en un modelo in vitro entre los
tratamientos, el crecimiento micelial in vitro y la germinacién de las esporas de
A. solani y el F. oxysporum se inhibié eficazmente en las concentraciones de
0.10 y 0.12% de NPs de Cu. La sintesis de NPs de Cu en geles de quitosan
abre la posibilidad para su uso contra hongos y enfermedades a nivel de campo
abierto (Saharan et al., 2015).

Figura 2. Efecto de NPs-Cu en geles de quitosan sobre el crecimiento de plantulas de
tomate (Saharan et al., 2015).

En Elodea densa Planch los iones de cobre y nanoparticulas incrementan la
activan de peroxidasa, catalasa y superéxido dismutasa, en las plantas tratadas
con nanoparticulas de cobre aumentan por un factor de 1.5 a 2.0. Cuando la
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concentracion de nanoparticulas se aumenté desde 0.025 hasta 0.5 mg/l, la
actividad de la catalasa aumento en casi 1.5 veces mas, en comparacion con el
control (U = 0.049, p = 0.05) (Nekrasova et al., 2011).

En un estudio en garbanzo y soya el crecimiento de las raices era impedido por
la concentracién de 500 ppm de Cu. Con el aumento de concentracion de NPs
de Cu, la elongacion de las raices se inhibié gravemente en comparacion a la
del control. En muchos casos se produjo necrosis radical. La adsorcién masiva
de NPs de Cu en el sistema de la raiz era responsable de la toxicidad (Adhikari
et al., 2013).

Enzimas y compuestos en respuesta al estrés oxidativo

Especies reactivas del oxigeno (ERO) es el término que se aplica
colectivamente a las moléculas radicales y no radicales que son agentes
oxidantes y/o son facilmente convertidos a radicales. En la dltima década se
han acumulado evidencias que permiten afirmar que los radicales libres y el
conjunto de especies reactivas que se les asocian juegan un papel central en
nuestro equilibrio homeostatico, que es el normal funcionamiento de los
mecanismos de regulacién que conservan el estado normal fisiolégico de los

organismos (Gutteridge y Halliwell, 1999).

Los antioxidantes primarios incluyen compuestos fendlicos, y se destruyen
durante el periodo de induccion. Los antioxidantes secundarios operan a través
de cierto numero de mecanismos, incluyendo su uniébn a metales pesados,
captacion del oxigeno, conversién de hidroperdxidos a especies no radicales,
absorcién de radiacion UV o desactivaciéon del oxigeno singlete (Gordon, 2001).

Perez Gastell y Pérez de Alejo (2000), senalaron que uno de los mecanismos
de accion de los antioxidantes presentes en el cuerpo es aquél en que la

molécula de antioxidante, al colisionar con un radical libre de oxigeno, le cede
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un electrén, que se oxida a su vez y se transforma en un radical libre de

oxigeno débil no toxico.

La Vitamina C ayuda a proteger las plantas contra el estrés hidrico o el estrés
causado por el ozono y la radiacidon UV. Se usa en el proceso fotosintético;
puede regular el crecimiento celular (Smirnoff y Weelet, 2000) y sirve como un
regulador de reacciones redox. Sin embargo, el exceso de vitamina C puede
tener un efecto negativo en el crecimiento de las plantas (Quian et al., 2014).

La vitamina C desempena un papel fundamental en la fotoprotecciéon y la
regulacion de la fotosintesis, y preserva las actividades de enzimas que tienen
iones metalicos de transicion (Cu®" Fe**) como grupo prostético. El ascorbato
es también un poderoso antioxidante secundario, ya que reduce la forma
oxidada del a-tocoferol. Adicionalmente, es el reductor utilizado para la
hidroxilaciéon de residuos de prolina de la extensina, una proteina de la pared
celular. También esta implicado en la elongacion de la raiz, el funcionamiento
de los estomas, y desempefia una funcion critica asociada a los mecanismos a
través de los cuales las plantas reconocen los cambios medioambientales y
responden a ellos (Foyer y Noctor, 2005).

Los compuestos fendlicos y polifendlicos, entre los que se destacan los
bioflavonoides, son considerados antioxidantes no nutrientes. Tienen como
estructura fundamental la flavona. Estos reducen la fragilidad y/o permeabilidad
capilar, manteniendo la integridad vascular. Ademas pueden quelar iones
metalicos evitando que estos actuen como catalizadores en las reacciones de

formacion de radicales libres (Shindo et al., 1994).

El fenol es muy utilizado en la industria quimica, farmacéutica y clinica como un
potente fungicida, bactericida, sanitizante, antiséptico y desinfectante, también
para producir agroquimicos, bisfenol A (materia prima para producir resinas
epoxi y policarbonatos) (Avalos y Pérez, 2009). En la figura 3 se presentan
algunos compuestos fendlicos y su relacién con reacciones de estrés abibtico

en plantas.

14



43"
ALTA LUZUV

Antt

HERIDAS

o

% Wall bound phenolic acids ligning,
", N suberin

BAJA TEMPERATURA

DEFICIT N ~_ DEFICIT Fe

DEFICIT P

Figura 3. Reacciones de estrés abidtico en plantas (Avalos y Pérez, 2009).

La enzima superéxido dismutasa (SOD), antiguamente hemocupreina y
eritrocupreina, catalizan la dismutacién de superdxido en oxigeno y perdxido de
hidrégeno. Debido a esto es una importante defensa antioxidante en la mayoria
de las células expuestas al oxigeno. Son las principales antioxidantes
enzimaticas presentes en células procariéticas y eucaridticas, y son las
primeras en la defensa contra los efectos toxicos del radical superdxido
producido en los diferentes compartimentos celulares (Halliwell y Gutteridge,
2000).

La catalasa es una enzima perteneciente a la categoria de las oxidorreductasas
que cataliza la descomposicion del peréxido de hidrogeno (H202) en oxigeno y
agua. Esta enzima utiliza como cofactor al grupo hemo y al manganeso. El
peréxido de hidrogeno es un residuo del metabolismo celular de muchos
organismos vivos y tiene entre otras una funcidn protectora contra
microorganismos patégenos, principalmente anaerobios, pero dada su toxicidad
debe transformarse rapidamente en compuestos menos peligrosos. Esta
funcion la efectia esta enzima que cataliza su descomposicion en agua y
oxigeno (Chance et al., 1997). La catalasa previene la difusion de H,O, a otros

compartimentos celulares. Son numerosos los estudios que han puesto de
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manifiesto que la catalasa es una enzima esencial en el mecanismo de defensa

frente a distintos tipos de estrés (Scandalios, 2005).

Ha sido ampliamente descrito que la expresién de ascorbato peroxidasa (APX)
se incrementa bajo condiciones de sobreproduccion de H,O,, como las
inducidas por estrés bibtico o abibtico, lo que puede indicar que variaciones en
la produccion de H,O, también regulan la APX (Dat et al., 2000). Asimismo, se
ha descrito un papel regulador para el ascorbato en la actividad APX durante la
diferenciacion celular, y bajo condiciones experimentales de déficit o
enriguecimiento de ascorbato (De Gara et al., 1997). Ademas, el control de la
expresion de los genes que codifican las APXs es sensible a diversos estimulos
como el estrés provocado por agua, salinidad, altas temperaturas, congelacién,
ataque por patdgenos, tratamiento con peroxido de hidrégeno y 4cido abscisico
(Zhang et al., 1997).

La sintesis de licopeno es severamente inhibida por la exposicion a la radiacion
solar intensa y se ha sugerido que el dafo por radiacion al tomate puede
deberse a los efectos generales del sobrecalentamiento de los tejidos irradiados
(Dumas et al., 2003). Por lo que cabe esperar que los tomates en esta zona

cultivados a campo tengan concentraciones menores de este carotenoide.

En el tomate, el -caroteno y el licopeno se encuentran en forma de estructuras
semicristalinas unidas a la membrana de los cromoplastos o cloroplastos
(Southon y Faulks, 2001).

Estudios realizados en humanos muestran que el consumo de tomate vy
productos a base de esta hortaliza, por un tiempo determinado, puede aumentar
la proteccion del ADN ante el dafno inducido por ROS. Este efecto que puede
explicarse por la sinergia de los diferentes antioxidantes presentes en el tomate.
Originalmente la actividad antioxidante del tomate se asocio principalmente a su
contenido de licopeno. Sin embargo, el tomate es fuente de &cido ascérbico,
polifenoles y flavonoides que también tienen esta actividad, y que
probablemente contribuyen a los efectos observados (Palomo et al., 2010).
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Calidad nutricional de compuestos antioxidantes

El ser humano esté protegido del estrés oxidativo gracias a la acciéon de estas
sustancias antioxidantes que poseen diferentes funciones (Shi et al., 2001). Los
radicales superoxido se forman por la adicibn de un electron al oxigeno
molecular. Estas especies altamente reactivas pueden entonces adquirir otro
electron y combinarse con protones para formar peroxido de hidrégeno. En
presencia de metales de transicion, tales como el Fe?* y el Cu®" el peréxido de
hidrogeno se rompe para formar especies de oxigeno aun mas reactivas con
capacidad de danar el DNA de forma directa o participar en las reacciones de
propagacion en cadena de los lipidos de membrana (Venereo, 2002).

Las células de los animales y las plantas se autoprotegen contra estos efectos
desplegando las asi llamadas sustancias antioxidantes para atrapar o
amortiguar los radicales libres y, por lo tanto, detener las reacciones daninas
provocadas por ellos. En los puntos mas vulnerables al dafio oxidativo, las
células despliegan en el ambiente intra y extracelular una gran variedad de
sistemas de defensa basados en antioxidantes, solubles en agua o en lipidos, y
en enzimas antioxidantes. Muchos de estos sistemas defensivos del cuerpo
humano son dependientes de los antioxidantes que se derivan de la dieta. La
teoria que se basa en que los radicales libres son la principal causa del cancer
en la especie humana, y en que el riesgo de enfermedades se reduce con un
aumento en el consumo de antioxidantes transportados por los alimentos ha
provocado un enorme interés por los antioxidantes nutricionales y otras

sustancias antioxidantes presentes en los alimentos (Jonson et al., 2001).

La vitamina C esta presente en las frutas, verduras y patatas en forma de acido
L-ascérbico y acido dehidroascérbico. El ascorbato es, probablemente, el
antioxidante hidrosoluble mas efectivo presente en el plasma. Es capaz de
atrapar y reducir nitritos, inhibiendo por tanto la formacion en el estbmago de
compuestos carcinogénicos (N-nitroso). Los estudios in vitro sugieren que
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ejerce un papel protector contra el dano oxidativo de los constituyentes
celulares y las lipoproteinas circulantes (Zapata et al., 2007).

El licopeno contra el cancer

El licopeno es el carotenoide mas abundante en el tomate, pues comprende
aproximadamente de 80 a 90% de los pigmentos presentes (Shi, 2000). La
cantidad de licopeno en tomates frescos puede variar dependiendo de la
especie, la madurez y las condiciones ambientales en las que la fruta madura.
Normalmente, los tomates contienen cerca de 3 a 5 mg de licopeno por 100 g
de material crudo (Hard y Scott, 1995).
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Figura 4. Mecanismo propuesto para el papel del licopeno en las enfermedades

cronicas.

En México el cancer ocupa el tercer lugar de las causas de muerte con 18%; el
mas comun en hombres es el de prostata, seguido del de intestino, estbmago y

colorrectal; el de cérvix es el mas comun en mujeres, seguido por el de seno,
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estdbmago y ovario. Se ha publicado un gran numero de datos epidemiolégicos
sobre la relacién entre el riesgo de padecer cancer y la ingesta dietaria de
licopeno de tomate y productos de tomate. Con evidencia epidemioldgica del
posible efecto protector del licopeno contra el cancer, diversos estudios de
cultivos de células y tejidos animales han demostrado el potencial
anticancerigeno del licopeno. En un estudio de cultivo celular se investigaron
las propiedades de antiproliferacién del licopeno en comparacién con a- y (-
caroteno, empleando células cancerosas de endometrio, glandula mamaria y de

pulmén (Waliszewski y Blasco, 2010).

En un trabajo se estudié el efecto de la ingesta crénica de licopeno sobre el
crecimiento y desarrollo de tumores mamarios en ratones virgenes SHN
(ratones genéticamente susceptibles al desarrollo de tumores de mama). Los
autores encontraron que los ratones alimentados con licopeno tuvieron un
ataque demorado y reduccién espontanea de crecimiento y desarrollo de
tumores mamarios. Esta supresién se asocié con la reducida actividad de la
timidilato sintetasa de la glandula mamaria, una enzima esencial requerida para
la sintesis de ADN, disminucion de los acidos grasos libres séricos y prolactina,
hormona conocida por estar involucrada en el desarrollo de cancer de pecho
(Levy et al., 1995).
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METODOLOGIA

Ubicacion del experimento

El presente estudio se realizé en un invernadero tipo multitunel, orientacion Sur-
Norte, con cubierta de polietileno ubicado en el Departamento Horticultura de la
Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Saltillo, México
(coordenadas 25°21'21.50 latitud Norte y 101° 2'10.82 longitud Oeste, a un
altitud de 1763 msnm).

Desarrollo experimental

Se germinaron semillas de tomate bola hibrido variedad “huno F1” de
crecimiento indeterminado en charolas de poliestireno. Las plantulas se
desarrollaron durante 30 dias. El trasplante se realiz6 en macetas de 12 L con
una mezcla de peat moss y perlita 50:50 (v/v). Se us6 como medio de nutricidén
solucién nutritiva Steiner (Steiner, 1961) mediante un sistema de riego dirigido
para proveer los nutrientes necesarios para el crecimiento. Los microelementos
de la solucién nutritiva se aplicaron en forma de quelatos. El aporte de los
nutrientes fue ajustado manejando la concentracion de la solucién Steiner de
acuerdo con la etapa fenolégica del cultivo: 25% durante dos semanas a partir
del trasplante, 50% las semanas 3 y 4, 75% las semanas 5y 6, y 100% a partir

de la semana 7 (Figura 5).

Durante el desarrollo del cultivo se realizaron las labores culturales
correspondientes como la poda, tutoreo, anillado, etc. Finalmente, cuando las
plantas alcanzaron una altura promedio a los 175 ddt, se eliminé el apice central

para evitar su crecimiento y esperar la maduracién de los frutos amarrados.
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Figura 5. Establecimiento del experimento, trasplante y colocacion del sistema de
riego.

Sintesis de nanoparticulas de Cu (NPs-Cu)

La sintesis de hidrogeles de quitosan-PVA se realizé en una planta piloto del
Centro de Investigacibn de Quimica Aplicada (CIQA), primeramente se
disolvieron 250 mL de quitosan al 2% y 250 mL de acetato de polivinilo (PVA) al
4% (300 rpm, T= 60 °C y t=2 h), posteriormente se agregaron 2.27 mL de
glutaraldehido al 50% (450 rpm, T= 25 °C y t= 5 min), después se le agregd 100
mL de NaOH al 6% (300 rpm, T= 25 °C y t= 1 h), posteriormente se realiz6 el
lavado y purificacion con agua destilada y etanol, por ultimo se secaron y se

pesaron.

Después de haber obtenido los hidrogeles de quitosan-PVA, se agregaron las
nanoparticulas de cobre, las cuales fueron adquiridas en Sky Spring
nanomaterials Inc. USA (morfologia esférica, pureza del 99.8% y didmetro
promedio de 25 nm). Primero se preparé una solucién de Tween al 1% y se
agregaron las NPs Cu, después se dispersaron por vibracién ultrasénica
durante 20 min (potencia de 50 watts y frecuencia del 70%), finalmente las NPs
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Cu se absorbieron en los hidrogeles de quitosan-PVA y se secaron a una
temperatura de 60 °C. La concentracion de NPs Cu absorbida en 1 gramo de

hidrogel de quitosan-PVA fue de 10 mg.

Tratamientos

La aplicaciéon de los tratamientos fue al sustrato, las NPs-Cu en hidrogeles de
quitosan-PVA se aplicaron previamente al trasplante de las plantas de tomate,
distribuyendo 1 g de hidrogeles en tres niveles de la maceta (Figura 6). Los

tratamientos que se aplicaron fueron:
1) 10 mg planta™ de NPs de Cu en 1 g de hidrogel de quitosan-PVA
2) Quitosan-PVA (1g planta™)

3) Testigo absoluto.

Hydrogel

Hydrogel

Hydrogel

A B

Figura 6. Esquema de aplicacion de tratamientos

Variables evaluadas

Las variables agronémicas evaluadas en las plantas de tomate fueron la altura
de la planta, a los 75 ddt se midio con una cinta métrica y se contabilizaron,

nuamero de racimos, numero de frutos amarrados y rendimiento.
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El rendimiento se evalu6é en la cosecha obteniendo en numero de frutos por
plantas y el peso promedio de frutos (g/planta), 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 maduros.

A los 175 ddt las plantas fueron colectadas, pesadas en fresco y secadas en
una estufa deshidratadora a 80°C durante 72 h para determinar la biomasa

seca de la parte aérea (hojas y tallos) y de raiz.

Determinacién de contenido de clorofila y carotenoides. Las hojas de tomate de
cada tratamiento se criogenizaron con nitrégeno liquido, después se tom6 0.1 g
y se adicion6 1 mL de acetona al 100%, enseguida se centrifugd a 3024 g por 5
min. Se tomé 0.05 mL del sobrenadante y se le agreg6é 0.95 mL de acetona al
80% (buffer de fosfato de sodio 2.5 mM pH 7.8), como blanco se utilizé6 acetona
al 80%, posteriormente se estimo6 los contenidos de clorofila (Porra, 2002) y
carotenoides totales (Wellburn, 1994) espectrofotométricamente y se
expresaron en mg g de peso fresco.

La cuantificacion de la actividad enzimatica se determin6 en tejido fresco de
hojas y frutos colectados en la cosecha del primer racimo, se tomaron muestras
de frutos que presentaran caracteristicas similares como tiempo de maduracion,
tamarno, color, etc. Las muestras se congelaron a -20°C y posteriormente se
liofilizaron. Se tomaron 200 mg de tejido liofilizado, se molieron en un mortero y
se colocaron en un tubo para microcentrifuga agregando 20 mg de polivinil
pirrolidona, 1.5 ml de buffer de fosfatos pH 7-7.2 (0.1 M). El extracto obtenido se
centrifugo a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C en una microcentrifuga (Labnet
Int. Inc., Modelo PrismTM R), el sobrenadante fue recolectado y filtrado con una
membrana de nylon (Ramos et al., 2010), finalmente se prepard una dilucién en
una proporcion 1:20 con buffer de fosfatos para el analisis de acuerdo a las
siguientes metodologias (Figura 7).

Catalasa (EC 1.11.1.6). Se midié de acuerdo a Beers y Sizer (1952). Se prepard
un blanco para cada muestra: 930 pL de buffer de fosfatos y 70 uL del extracto.

23



Después se tomaron 70 pL del extracto y se le agregd 920 uL de buffer de
fosfatos, se anadié 10 pL de H>O. (2 M) para iniciar la reaccién. Se anoté la
absorbancia inicial, después cada 20 segundos durante 3 minutos. La
descomposicion del H.O, fue seguido por la disminucién de la absorbancia a
270 nm en un espectrofotometro UV-Vis. Se prepar6é una curva de calibracion
con H>0 (20-100 mM) y los resultados fueron expresados en mM de H>O, min

! por proteinas totales (mg g™').

Vi R\

Figur 7. E'xt"réccié'r‘{ dbiomoléculas
Superéxido dismutasa (EQ 1.15.1.1). A 10 pL del extracto o estandar se le
agregaron 200 pL de detector radical (sal de tetrazolio). Para iniciar la reaccién
se adicionaron 20 pL de xantina oxidasa. Posteriormente se incub6 durante 30
min a temperatura ambiente y después se leyd la absorbancia a 450 nm en un
lector de microplacas para ELISA (modelo LEX-808 IU). Se prepard una curva
de calibracién con SOD estandar y los resultados se expresaron como U/mL de
SOD.

Glutation peroxidasa (EC 1.11.1.9). Se utilizé el método modificado por Floe
and Gunze (1984) usando H>O, como sustrato. Se tomaron 0.2 mL de extracto
enzimatico, afadiendo 0.4 mL de glutatién reducido (0.1 M) y 0.2 mL de
Na,HPO, (0.067 M), esta mezcla se pre-calento en bano de agua a 25 °C por 5
minutos, posteriormente se le agregaron 0.2 mL de H>O, (1.3 mM) para iniciar
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la reaccion catalitica. Se dej6 reaccionar por 10 min y se detuvo mediante la
adicion de 1 mL de &cido tricoloro acético al 1%, posteriormente esta mezcla se
coloco en bafno de hielo por 30 min. Enseguida se centrifugo 3000 rpm por 10
min. Finalmente 0.48 mL del sobrenadante se colocaron en celdilla y se le
agregaron 2.2 mL de NaxHPO4 (0.32 M) y 0.32 ml (1 mM) del colorante 5,5
ditio-bis-2 acido nitro benzoico (DTNB Sigma). Se prepard un blanco: 1.1 mL
0.32 M de NazHPO4 y 0.16 mL de 1 mM de DTNB y 0.24 mL de buffer de
fosfatos. Posteriormente se leydé la mezcla en un espectrofotéometro UV-Vis a
412 nm (Xue et al., 2001). Se realizd una curva de calibracién con glutation
reducido estandar (20-100 umol) y los resultados se expresaron en umol de

glutation por min™ por proteinas totales (mg g™).

Ascorbato peroxidasa (EC. 1.11.1.1). La cuantificaciéon de la actividad de la
ascorbato peroxidasa se llevé a cabo de acuerdo a lo establecido por Nakano y
Asada (1987). Se prepard un blanco: 700 uL de buffer de fosfatos, 100 pL de
EDTA (1mM), 100 pL de Ascorbato (5 mM) y 100 pL de H O, (1 mM).
Posteriormente se tomaron 100 pL del extracto y se le agregaron 600 pL de
buffer de fosfatos mas 100 uL de EDTA (1mM), 100 uL de Ascorbato (5 mM) y
100 pL de H2O, (1 mM) para iniciar la reaccidén. Se anot6 la absorbancia inicial y
la final después de 1 minuto. La oxidacién del ascorbato fue seguido por la
disminucién de la absorbancia a 266 nm en un espectrofotometro UV-Vis. Se
prepard una curva de calibraciéon con ascorbato (10-100 umol) y los resultados
fueron expresados en pmol de ascorbato min™ por proteinas totales (mg g™).

Glutatién reducido (GSH). Se realiz6 colorimétricamente mediante la reaccién
con DTNB. Se colocé en un tubo eppendorf 0.48 mL del extracto y se le agregé
2.2 mL de NapHPO, 0.32 M mas 0.32 mL del colorante DTNB 1 mM. Se mezcld
perfectamente y se ley6 la absorbancia a 412 nm en un espectrofotometro UV-
Vis 25, los datos obtenidos fueron interpolada a una curva de calibracion
previamente estandarizada con GSH y los resultados se expresaron en umol de
GSH por mg™' de proteinas totales.
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Fenilalanina amonio liasa (EQ 4.3.1.5). Se determiné de acuerdo a Syklowska-
Baranek (2012), con algunas modificaciones. Se tomaron 0.1 mL del extracto
enzimatico y se agregaron 0.9 mL de L-Fenilalanina (6 mM). Después de 30 min
de incubacién a 40°C se detuvo la reaccion con 0.25 mL de HCI 5 N. Las
muestras se colocaron en bafo de hielo y se les adicion6 5 mL de agua
destilada. La absorbancia se determin6 a 290 nm en un espectrofotémetro UV-
VIS. Se realizé una curva de calibracién con acido transcinamico (300-3000
umol) y los resultados se expresaron como la produccion de 1 pumol de &cido

transcinamico por min™ por proteinas totales (mg g™).

Fenoles totales. Se determiné de acuerdo a la metodologia de Singleton y Rossi
(1965), con algunas modificaciones. Se pesaron 250 mg de hoja criogenizada
con nitrogeno liquido y se agreg6é 1 mL de metanol al 80%, después se sometid
a centrifugar a 10 000 rpm durante 15 min. Se recuperd el sobrenadante y con
el pellet se repiti6 el mismo procedimiento con metanol concentrado. El
sobrenadante se ajusté a 2 mL con metanol concentrado y se pusieron en
oscuridad. Posteriormente, se tomaron 200 uL del extracto mas 1.5 mL de agua
destilada, después se agregaron 100 uL de reactivo Folin-Ciocalteu, enseguida
se afadi6 200 puL NaCOs; al 20% y se dejdé reposar durante 30 min. La
absorbancia se ley6 a 765 nm en un espectrofotometro UV-VIS. Se prepard una
curva de calibracion con acido gélico (0.02-0.4 mg/mL) y los resultados se

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

Calidad de fruto. Se seleccionaron frutos al azar después de una cosecha, se
verificd que no tuvieran dafio fisico, fueran uniformes y en estado de madurez 6
(rojo ligero) de acuerdo al patrén de color visual utilizada por la USDA. El
potencial de hidrogeno (pH) se determind utilizando un potenciometro digital
(HANNA®), los solidos solubles (°Brix) con un refractometro digital PR-
101ATAGO PALETTE. La acidez titulable (% de acido citrico) se calculd
tomando 10 ml de pulpa de cada fruto, a la cual se anadieron 2 gotas de
fenolftaleina (1%) y se tituld6 con NaOH 0.1 N (AOAC, 1990) (Figura 8). El
contenido de licopeno en el fruto se cuantific6 mediante la metodologia citada
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por Fish (2002). A 3 g de pericarpio del fruto fresco se agregan 3 mL de
solucién buffer de fosfatos (pH 7) y se muelen en un mortero, posteriormente se
tomaron 2 mL de la muestra y 4 mL de la mezcla hexano:acetona (3:2)
centrifugando durante 10 min a 3000 rpm. Por ultimo, se determina la
absorbancia a 503 nm del sobrenadante resultante que corresponde a los
mg/100 g de peso fresco de licopeno. El contenido de Vitamina C se determiné
por el método de titulacion con 2,6 diclorofenolindofenol (AOAC, 1968). Se
pesaron 10 g de fruto fresco y se maceraron en un mortero con 10 mL de HCI al
2%, después se filtr6 a través de una gasa absorbente estéril sobre un matraz
de aforacion de 100 mL. Se tom6 una alicuota de 10 mL y se titulé con 2,6
diclorofenolindofenol hasta obtener una coloracién rosacea persistente. Los

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

Figura 8. Determinacion de acidez titulable, obtencién de la pulpa de fruto y titulacion
de la muestra.
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Diseno estadistico

La unidad experimental fue una planta en una maceta. Para las variables
agrondémicas (altura de la planta, numero de racimos, numero de frutos, PSA'y
PSR) se midieron 20 unidades experimentales por cada tratamiento. En el caso
de las variables bioquimicas y de calidad de fruto se consideraron cinco
repeticiones por tratamiento. Para el desarrollo del experimento se usd un
disefio completamente al azar. Para detectar la existencia de diferencias
estadisticas entre tratamientos se realiz6 un ANOVA, adicionalmente se efectu6
una prueba de separacién de medias segun LSD (p<0.05). Todos los analisis

estadisticos se trabajaron en el software estadistico SAS v9.1.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la aplicacion de nanoparticulas sobre variables agronémicas

Los resultados de la evaluacién de las variables agronémicas son presentados
en la Tabla 1. Los resultados obtenidos mostraron que no hubo diferencias
estadisticas en cuanto a la adicion de NPs de Cu en quitosan-PVA en el
rendimiento del cultivo, lo que demuestra que no se presentd toxicidad por

ningun tratamiento.

Se observaron diferencias estadisticas entre tratamientos en el peso seco de
raiz, altura y numero de frutos. Se observé que la aplicacion de nCu en
hidrogeles de quitosan-PVA incrementé en un 30% aproximadamente el peso
seco de la raiz, mientras que con la aplicacion de solo quitosan-PVA presentd
un aumento del 25% aproximadamente ambos superiores al testigo (Tabla 1).
Se reporté que el efecto de la aplicacién de 600 mg L' NPs de CuO en una
concentracion a 100 ppm incremento el crecimiento de la raiz en un 34.4% en
soya. Del mismo modo, para las plantulas de garbanzo, la désis de 60 ppm
promueve un aumento significativo de la raiz en un 22% (Adhikari et al., 2012).
Por su parte la aplicacién de NPs de TiO, tuvo efectos significativos sobre el
crecimiento de la raiz en lechuga, sin embargo los autores usaron la
concentracion de 100 mg/ kg™ en suelo (Umber et al., 2015). También Méndez
et al. (2016) reportaron que NPs de ZnO en concentracién de 50 mg L
incrementaron la longitud de raiz en un 11.8% con respecto al control sin
embargo la aplicacion de NPs fue foliar. Por otra parte Nhan et al. (2014)
reportaron un efecto negativo en la biomasa de la raiz de algoddn transgénico
tratado con 500 y 2000 mg L' de NPs de SiO,. Esto indica que la aplicacién de
NPs tiene en general un efecto positivo sobre la raiz de las plantas, sin
embargo, es dependiente de la especie vegetal usada.
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Para el niumero de frutos, la aplicacién de NPs de Cu en hidrogeles de quitosan-
PVA incrementd 17%, mientras que la aplicacion de solo quitosan-PVA
presento un aumento del 6.46% ambos superiores en relacion al testigo. Esto
coincide con Juarez-Maldonado et al. (2016), que reportan que las NPs de Cu a
una concentracién de 0.06 mg L™ incrementaron en un 22.84% el nimero de

frutos en plantas de tomate.

En la altura de planta el testigo fue mejor en relacién a los tratamientos de
quitosan-PVA y NPs de Cu en un 3.5% y 3.4% respectivamente. Nhan et al.
(2014) reportaron un efecto negativo en la altura de algoddn transgénico tratado
con 500 y 2000 mg L' de NPs de SiO, Esto sugiere que los diversos
nanomateriales tienen diferentes efectos sobre las especies vegetales, y para el
caso particular de la altura se observa un efecto negativo generalmente. En el
resto de las variables evaluadas no se presentaron diferencias.

Tabla 1. Variables agronomicas evaluadas en plantas de tomate (Letras

diferentes por columna indican diferencias estadisticas segun LSD, p<0.05).

Tratamiento Rendimiento PSA PSR Altura NR NF
(9) (9) (9) (cm)

nCu 5352.01 A 34248 A 20.83A 200.63B 6.44A 30.5A

Quitosan- 5437.64 A 34247 A 19.64 A 200.5B 6.19 A 27.13 AB

PVA

TO 5607.37 A 322.76 A 1458B 207.69A 6.19A 25.38 B

TO: Testigo. nCu: 10 mg de NPs de Cu en 1 g de hidrogel de quitosan-PVA. PSA: Peso
seco aéreo. PSR: Peso seco raiz. NR: Numero de racimos. NF: Numero de frutos.

Efecto de la aplicacion de nanoparticulas sobre calidad de fruto

Los resultados de la evaluacibn de variables en calidad del fruto son
presentados en la Tabla 2. Se encontraron diferencias estadisticas solamente
en el contenido de vitamina C y licopeno. Se observé que la aplicacion de NPs
de Cu en hidrogeles de quitosan-PVA incrementd el contenido de licopeno en
un 44%, mientras que la aplicacion de solo quitosdn-PVA presenté un aumento

del 6.64% ambos superiores al testigo. Se reportd que el efecto de la aplicacion
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de 0.06 mg L' NPs de Cu aumentd el contenido de licopeno en un 25%
(Juérez-Maldonado et al., 2016), lo que coincide con los resultados observados.

Por otra parte el tratamiento de quitosan-PVA aumento el contenido de vitamina
C enun 32.34 %, y las NPs de Cu en hidrogeles de quitosan-PVA un 29.2 % en

comparacion al testigo.

Estos resultados fueron similares a Uhram et al. (2013) quienes aplicaron
nanoparticulas de éxido de titanio a una concentracién de 5000 mg kg™ lo cual
dio como resultado una mayor actividad antioxidante en frutos, sin embargo, la
aplicacién fue en forma de aerosol, y en el presente estudio fue directo al
sustrato. Esto sugiere que de manera general la aplicacion de NPs tiene un
efecto positivo sobre los compuestos antioxidantes tal y como se observé en

este trabajo.

Tabla 2. Variables de calidad de fruto evaluadas en las plantas de tomate

(Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticas segun LSD,

p=<0.05).

Tratamiento pH SST Acidez Titulable VitaminaC Licopeno
(°Brix)

nCu 411 A 4.44 A 0.32A 11.44 A 5.05A

Quitosan- 4.02 A 448 A 0.36 A 11.97 A 3.09B

PVA

T0 4.07 A 424 A 0.36 A 8.10B 2.85B

TO: Testigo. nCu: 10 mg de NPs de Cu en 1 g de hidrogel de quitosan-PVA. PF: Peso
fresco. Vitamina C (mg Ac. ascorbico/100 g de PF). SST: Sélidos Solubles Totales.
Acidez Titulable (% Ac. Citrico). Licopeno (mg/100 g de PF).

Efecto de la aplicacion de nanoparticulas sobre pigmentos de la hoja

Los resultados para la evaluacién de pigmentos en hoja son presentados en la
Tabla 3. No se encontraron diferencias estadisticas en las variables contenido
de clorofila a, clorofila b, clorofilas totales y carotenoides (LSD, p<0.05).

Al contrario de Pradhan et al. (2015) quienes encontraron mayor contenido de

clorofila y carotenoides en plantas de Vigna radiata tratadas con NPs de Cu
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incluso en dosis de 1 mg/l, ademas mencionan que la aplicacion de NPs de Cu
en una dosis de 0.05 mg/l mejora la actividad de la luz, esto se traduce en una
mayor efectividad fotosintética. Fernandez y Henriques (1991) explican que
tanto en plantas con deficiencia como con exceso de Cu, se produce un cambio
en el contenido de clorofila ya que se altera la estructura del cloroplasto y
composicién de la membrana del tilacoide en hojas de espinaca, arroz, trigo y

frijol en condiciones de crecimiento experimental.

Tabla 3. Pigmentos en la hoja evaluados en plantas de tomate (Letras
diferentes por columna indican diferencias estadisticas segun LSD, (p<0.05).

Tratamiento Chla Chlb Clorofila total Carotenoides
nCu 1555 A 4918 A 204.68 A 26.35 A
Quitosan- 170.74 A 53.87 A 224.61 A 28.08 A
PVA

TO0 171.21 A 51.82 A 223.02 A 29.49 A

TO: Testigo. nCu: 10 mg de NPs de Cu en 1 g de hidrogel de quitosan-PVA. Chla:
Clorofila a (pg/mL). Chlb: Clorofila b (ug/mL). Clorofila total (ug/mL). Carotenoides

(ug/mL).

Efecto de la aplicacion de NPs de Cu sobre la actividad enzimatica en fruto
de tomate

Los resultados obtenidos de la actividad enzimatica en frutos de tomate se
presentan en la Tabla 4. Se encontraron diferencias estadisticas en el contenido
de catalasa, glutation peroxidasa y glutatién reducido en frutos de tomate. En

ascorbato peroxidasa no se observaron diferencias entre tratamientos.

En la actividad de catalasa medida en fruto de tomate, el tratamiento de NPs de
Cu en hidrogeles de quitosan-PVA fue aproximadamente 122% mayor con
respecto al testigo. Juarez-Maldonado et al. (2016) reportan que la aplicacién
de 0.06 mg L' NPs de Cu en fruto de tomate no mostré diferencias en la
actividad de CAT entre tratamientos, esto puede ser por el efecto de la
concentracion de NPs de Cu en comparacion con el presente trabajo.
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En cuanto a la actividad de glutatibn peroxidasa y glutation reducido, el
tratamiento de quitosan-PVA presento el mayor valor para ambas variables,
aumentando en un 25.55% y un 24.66% respectivamente en comparacion al
testigo. En GPX el tratamiento con NPs Cu también superd al testigo por
20.47% (Tabla 4). Juarez-Maldonado et al. (2016) reportan que la aplicacion de
0.06 mg L' NPs de Cu en fruto de tomate no mostré diferencias en el contenido
de GPX y glutatién reducido entre tratamientos, lo cual puede ser debido a la
baja concentracion ya que en el presente estudio se aplicaron 10 mg de NPs
Cu.

Tabla 4. Actividad antioxidante evaluada en fruto de tomate (Letras diferentes

por columna indican diferencias estadisticas segun LSD, p<0.05).

Tratamiento APX Catalasa GPX Glutation
nCu 152.77 A 35.03 A 4.69 A 64.47 B
Quitosan-PVA 137.92 A 19.66 B 5.01 A 86.23 A
TO 142.77 A 15.76 B 3.73B 64.97 B

TO: Testigo. nCu: 10 mg de NPs de Cu en 1 g de hidrogel de quitosan-PVA. PT:
Proteinas totales. APX: Ascorbato peroxidasa (umol ascorbato min™ /mg de PT).
Catalasa (mM de H,O, min'//mg de PT). GPX: Glutatién peroxidasa (uM glutation min™
/mg de PT). Glutation (Ul mg™ PT).

Efecto de la aplicacion de NPs de Cu sobre la actividad antioxidante en
hoja de tomate

Respecto a la actividad enzimatica en hojas del cultivo de tomate los resultados
obtenidos se presentan en la Tabla 5. Se encontraron diferencias estadisticas
en todas las variables evaluadas: ascorbato peroxidasa, catalasa, glutation
peroxidasa, glutatiéon reducido, fenilalanina amonio liasa y fenoles en hoja de
tomate (LSD, p<0.05).

El tratamiento de NPs de Cu en hidrogeles de quitosan-PVA presento los
valores mas altos en todas las variables con un aumento de 36.24% (APX),
110.95% (CAT), 27.25% (GPX), 36.79% (Glutatién) y 38.54% (PAL) con
respecto a los valores del testigo. En fenoles el tratamiento quitosan-PVA
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también super6 al testigo por 37.69% (Tabla 5). Estos resultados sugieren que
la aplicacion de NPs de Cu en hidrogeles de quitosan-PVA tiene un efecto
positivo en la generacion de antioxidantes tanto enzimaticos como no
enzimaticos en las plantas de tomate, ya que aumenté significativamente el
contenido GPX, APX, CAT, glutation y fenoles totales. Trujillo-Reyes et al.
(2014) reportaron una disminucién en la actividad de ascorbato peroxidasa con
la aplicacién de 20 mg L™ de NPs de Cu en hojas de lechuga, ademas con la
concentracion de 10 mg L' de NPs de Cu disminuy® la actividad de ascorbato
peroxidasa en la raiz, contrario a lo observado en este estudio, esto sugiere que
Cu induce estrés oxidativo en lechuga, pero en otras plantas puede inducir el

efecto opuesto.

Trujillo-Reyes et al. (2014) reportaron un incremento de la actividad de catalasa
en hoja de lechuga con la concentracién 10 mg L' de NPs de Cu, resultado
consistente con lo observado aqui. Por el contrario, Juarez-Maldonado et al.
(2015) reportaron que la aplicacion 0.06 g L-1 de NPs de Cu en lechuga no
presentod diferencias significativas entre tratamientos en las variables catalasa,
ascorbato peroxidasa, glutation peroxidasa y glutatién, evaluadas en las hojas,
sin embargo, se observé una clara tendencia de disminucién en catalasa (45%)
y glutation (37%) con la aplicacion de NPs de Cu en comparacion con el testigo.
En cuanto a fenoles reportan que el tratamiento de NPs de Cu presento el valor
mas bajo en comparacion a su tratamiento de solo quitosan-PVA. También
Juarez-Maldonado et al. (2016) reportan que con la aplicacion de NPs de Cu no
se presentaron diferencias significativas en el contenido de GPX, APX, CAT,
glutation y fenoles totales en fruto de tomate. Estos resultados sugieren que las
diversas concentraciones de NPs de Cu tienen diferentes efectos sobre las
especies vegetales, ademas, las distintas vias de aplicacion pueden sugerir una
modificacién en la efectividad de los nanomateriales.

Gonzélez-Pena et al. (2014) reportan que la imbibiciéon de semilla de tomate en
quitosan en concentracién 0.1 g L™ causo el incremento de PAL por encima del
control. Estos resultados indican que la actividad de PAL es importante en la
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expresion de la respuesta de defensa contra patégenos, lo que significa que la
aplicacién de NPs Cu en hidrogeles de quitosan-PVA puede incrementar la
tolerancia a patdégenos en tomate, ya que como se observd en el presente
estudio, la actividad de PAL se increment6 significativamente.

Tabla 5. Actividad antioxidante evaluada en hoja de tomate (Letras diferentes

por columna indican diferencias estadisticas segun LSD, p<0.05).

Tratamiento APX CAT GPX Glutation PAL Fenoles
nCu 108.17 A 16.37 A 3.34 A 89.51 A 135.55 A 2.64 A
Quitosan-PVA 65.28B 8.02B 2.31B 57.39B 79.09B 2.76 A
TO 68.98 B 776 B 2.43B 56.58 B 83.32 B 1.72B

TO: Testigo. nCu: 10 mg de NPs de Cu en 1 g de hidrogel de quitosan-PVA. PT:
Proteinas totales. APX: Ascorbato peroxidasa (umol ascorbato min'/mg PT). CAT:
Catalasa (mM de H,O, min'/mg PT). GPX: Glutatién peroxidasa (UM glutation min''/mg
PT). Glutation (Ul mg™ PT). PAL: Fenilalanina amonio liasa (ug/mL &cido trancinamico).
Fenoles (mg Ac. Galico/g).
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CONCLUSIONES

La aplicacién de hidrogeles de quitosan-PVA con y sin NPs de Cu tuvo un
efecto positivo en el peso seco de raiz y nuamero de frutos, parametros

relacionados con el vigor de la planta de tomate.

En cuanto a calidad de fruto, la aplicacién de hidrogeles de quitosan-PVA con y
sin NPs de Cu resulté en un aumento en el contenido de vitamina C, mientras
que en el contenido de licopeno solo tuvo un efecto positivo con la aplicacion de
NPs de Cu en hidrogeles de quitosan-PVA.

La aplicacion de NPs de Cu en hidrogeles de quitosan-PVA aument6 el
contenido de APX, CAT y GPX, en fruto de tomate, en el caso del contenido en
hoja de tomate aumento el valor de APX, CAT, GPX, glutation reducido, PAL y
fenoles totales.

El tratamiento de quitosan-PVA incremento el contenido de glutation reducido
en fruto y el contenido de fenoles totales en hoja de tomate.

En cuanto al contenido de pigmentos en hojas de tomate, los resultados
mostraron que la aplicacion de NPs de Cu en hidrogeles de quitosan-PVA no

tiene ningun efecto.

La aplicacion de hidrogeles de quitosan-PVA y NPs de Cu genera efectos
positivos en el contenido de compuestos antioxidantes y caracteristicas

nutricionales en tomate.
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