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INTRODUCCION

El tomate y el pepino son cultivos muy importantes por diferentes caracteristicas. El
cultivo de tomate es valioso en todo el mundo gracias a su valor comercial y
nutricional. Ademas, es una buena fuente de vitaminas, minerales y antioxidantes
como los carotenoides (licopeno y B-caroteno), compuestos fendlicos, entre otros,
con efectos positivos en la salud humana. Su consumo se ha asociado con la
reduccion de riesgo de procesos inflamatorios, cancer y enfermedades cronicas no
transmisibles, incluidas enfermedades cardiovasculares como enfermedades
coronarias, hipertension, diabetes y obesidad (Canene-Adams et al., 2005;
Frusciante et al., 2007). El pepino es una hortaliza que se cultiva alrededor del
mundo, los frutos se consideran una buena fuente de minerales y vitaminas, se
pueden consumir de forma fresca o como encurtidos (Sarhan y Ismael, 2014).

Ambos cultivos se pueden encontrar en zonas aridas con problemas de salinidad
(Murillo-Amador et al.,, 2017). La salinidad es un problema importante para la
agricultura, ya que disminuye la productividad, afectando la economia y ademéas
origina la erosion del suelo, lo que afecta las propiedades fisicoquimicas del suelo y
la ecologia del area. Se estima que el 7% de la tierra en el planeta y el 20% de la
tierra cultivable son afectados por la salinidad. Se proyecta que el porcentaje de
tierra afectada por la salinidad sea casi el 50% a mediados del siglo XXI (Hu et al.,
2004). El uso indiscriminado de fertilizantes, el riego no supervisado, la baja
precipitacion, mayor erosion de la superficie y la contaminacion industrial son
razones que pueden asociarse a la aparicion de salinidad (Shrivastava y Kumar,
2015). Bajo condiciones de salinidad, las plantas tienen dos fases de respuesta; la
primera es la denominada fase rapida que es el déficit de agua, mientras que la
segunda es la acumulacién de sal y toxicidad denominada la fase lenta (Machado y
Serralheiro, 2017). En ambas fases la transpiracion, conductancia estomatica y
disponibilidad de CO, disminuyen alterando el proceso fotosintético. Causando estrés
oxidativo por la generacién de especies reactivas de oxigeno y/o especies reactivas

de nitrégeno (Ashraf y Harris, 2013).



El silicio (Si) puede ser un componente estructural celular y participar en muchos
procesos fisioldgicos, asi como brindar proteccidn contra estimulos externos (Tripathi
et al., 2012). En forma de nanoparticulas (NPs), el Si aumentan el crecimiento de las
plantas (Yuvakkumar et al., 2011). Ademas, mejoran la acumulacion de aminoécidos
libres, el contenido de nutrientes, proteinas, componentes fendlicos, el &cido
ascorbico, a-tocoferol, clorofila, mejora el intercambio de gases y la eficiencia
energética (Farhangi-Abriz y Torabian, 2018; Suriyaprabha et al., 2012; Xie et al.,
2012). También tiene un efecto en la actividad enzimética generando un aumento en
la activad de las enzimas antioxidantes como SOD, CAT, POX y APX (Farhangi-Abriz
y Torabian, 2018; Gowayed et al., 2017). Por su parte el Sien forma de
nanoparticulas (NPs) aumenta el crecimiento de las plantas (Yuvakkumar et al.,
2011). En plantas bajo estrés salino se ha observado una mayor expresion de genes
asociados con la respuesta a estrés salino (Almutairi, 2016; Gowayed et al., 2017),
inhiben el efecto negativo causado por la salinidad en el crecimiento, aumentando la
concentracion de K* y la relacién K*/Na* (Farhangi-Abriz y Torabian, 2018). Mejora la
acumulacion de prolina, aminoécidos libres, contenido de nutrientes, proteinas,
componentes fendlicos, acido ascorbico, a-tocoferol, clorofila, mejora el intercambio
de gases y la eficiencia energética (Farhangi-Abriz y Torabian, 2018; Suriyaprabha et
al., 2012; Xie et al., 2012). También genera un aumento en la activad de las enzimas
antioxidantes como SOD, CAT, POX, APX (Farhangi-Abriz y Torabian, 2018;
Gowayed et al., 2017). Todas estas respuestas en su conjunto pueden incrementar la
tolerancia al estrés salino en los cultivos y disminuir el impacto negativo. Por esta

razon, los objetivos del presente estudio fueron:

Objetivo general
Estudiar el efecto de la aplicacion de silicato de potasio (K2SiO3) y NPs de didxido de
silicio (SiO,) sobre el crecimiento, contenido de antioxidantes y tolerancia al estrés en

plantas de tomate y pepino.



Objetivos especificos
 Determinar el efecto de K,;SiO3 y NPs de SiO, sobre las caracteristicas
morfologicas.
» Estudiar la concentracion de los compuestos antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos en planta de tomate y pepino.
» Evaluar el efecto de K,SiO3y NPs de SiO, en la tolerancia al estrés salino en

plantas de tomate.

Hipotesis
El K,SiO3 y NPs de SiO,modifican la capacidad antioxidante y de defensa de las
plantas, aumentando la generacion de compuestos bioactivos y la tolerancia al

estrés.



REVISION DE LITERATURA

Tomate

El origen del género Lycopersicum se localiza en la regién andina que se extiende
desde el sur de Colombia al norte de Chile. En la actualidad todavia crecen silvestres
las diversas especies del género en algunas de las zonas de la region antes
mencionada (Esquinas y Nuez, 2001; Rodriguez et al., 2001). La planta fue llevada
por los distintos pobladores de un extremo a otro, extendiéndose por todo el
continente (Rodriguez et al., 2001). Se cree que el origen de su domesticacion es
México. A la llegada de los espafioles a América el tomate estaba integrado a la
cultura azteca. Ademas, el nombre moderno tiene su origen en la lengua nahuatl de
México donde se le llamaba "tomatl" (Esquinas y Nuez, 2001; Rodriguez et al.,
2001).

El tomate se introdujo en Europa en el siglo XVI, se cultivaba como planta de ornato.
A partir de 1900, se empez6 a utilizar como alimento humano. La planta es muy
sensible a heladas y sequias, aunque es potencialmente perenne esto determina su
ciclo como anual (Rodriguez et al., 2001). Se cultiva en zonas templadas y célidas,
en un amplio rango de latitudes, temperaturas, tipo de suelos y métodos de cultivo
(Chamarro, 2001).

Descripcion botanica

Las hojas de las plantas de tomate son pinnadas con 2-6 pares de foliolos opuestos
0 sub-opuestos, sésiles, subsésiles o pecioladas. La inflorescencia basica es una
cima con diferentes patrones de ramificacion (mono, di y policotomico), y con o sin
bracteas axiales, con aproximadamente tres nudos entre cada inflorescencia. Las
flores son tipicamente amarillas, las anteras estan unidas lateralmente para formar
un cono en forma de botella con una punta alargada estéril en el apice (excepto en S.
pennellii). Los sistemas de polinizacion han jugado un papel importante en la
evolucion de la naturaleza especies de tomate, que van desde alégama auto-
incompatible, a facultativos alégamas, y de auto-compatible, a autdgamas y auto-

compatible. El tamafio color y pubescencia del fruto son variables, asi como el



tamafo de las semillas. Los frutos son bayas generalmente biloculares en las
especies silvestres, y bilocular o multiloculares en las variedades cultivadas. Se
pueden distinguir dos tipos distintos de crecimiento: los determinados y los
indeterminados. La planta de crecimiento determinado es de tipo arbustivo, de porte
bajo, pequefio y de produccion precoz. Se caracteriza por la formacion de las
inflorescencias en el extremo del apice. El tomate de tipo indeterminado crece hasta
alturas de dos metros o mas. El crecimiento vegetativo es continuo. Unas seis
semanas después de la siembra inicia su comportamiento generativo, produciendo
flores en forma continua y de acuerdo a la velocidad de su desarrollo. La
inflorescencia no es apical sino lateral. Este tipo de tomate tiene tallos axilares de
gran desarrollo. Segun las técnicas culturales, se eliminan todos o se dejan algunos
de éstos (Hernandez, 2011).

Importancia econdémica

El cultivo del tomate en el afio 2018 tuvo una producciéon de 182,256,458 t con una
superficie cosechada de 4,762,457 ha, Asia se posiciona como el primer productor
seguido por Ameérica. China se posiciona como el principal productor seguido por la
India mientras que México se posiciona en el noveno lugar con una produccion de
4,559,375 t y un area cosechada de 90,323 ha (FAOSTAT, 2018).

En México, el tomate es el cultivo horticola de mayor importancia econémica y social,
por la superficie sembrada, el volumen en el mercado nacional, y las divisas
generadas. Su popularidad se debe al aceptable sabor y disponibilidad del fruto en
una amplia gama de ambientes, asi como a su relativa facilidad para ser cultivado. El
cultivo del tomate en México tiene una trascendencia social muy importante, puesto
gue una parte considerable de la poblacion econdmicamente activa se encuentra
relacionada directa o indirectamente con el cultivo del tomate. El cultivo del tomate es
una importante fuente de empleo para un considerable nimero de familias en
México. Se estima que para la produccion de 75,000 ha de tomate se emplean a 172

mil trabajadores de campo (Cruz, 2007).

Pepino



El pepino pertenece a las hortalizas méas cosmopolitas, se coloca entre los
principales cultivos en superficie plantada, cantidad de produccion y valor monetario,
se adaptan a regiones célidas y se envian a regiones templadas y frias. Cada vez
son mas reconocidas como parte importante de una dieta equilibrada en muchos
paises ya que proporcionan vitaminas minerales antioxidantes y fibra dietética (Paris,
2016).

Es nativo de Asia, se han encontrado pepinos silvestres en varias localidades del
subcontinente indio (Sebastian et al., 2010; Bisht et al., 2004). Los pepinos cultivados
se dispersaron a China hace poco mas de 2,000 afios, expandiéndose por primera
vez al oeste desde la India a través de Persia, llegando a Europa a principios de la
época medieval (Paris et al., 2012).

Las plantas son herbaceas, anual, rastrera con un ciclo vegetativo que oscila entre
los 45-75 dias. El sistema radicular consta de raiz principal, que se ramifica
rapidamente en raices secundarias muy finas alargadas y de color blanco. El tallo
principal es anguloso y espinoso, de porte rastrero y trepador, en cada nudo parte
una hoja y un zarcillo, en la axila de cada hoja se emite un brote lateral y una o varias
flores. Las hojas son de peciolo largo, gran limbo acorazonado, con tres l6bulos, de
color verde oscuro y recubierto. Las flores presentan pétalos amarillos y peddnculos
vellosos, pueden ser hermafroditas o unisexuales, en la actualidad todas las
variedades comerciales que se cultivan son plantas monoicas (Huerres y Caraballo,
2006). Los frutos son peponides de textura aspera o lisa dependiendo de la variedad,
el color vira desde un color verde claro a verde oscuro hasta alanzar un color
amarillento cuando estd totalmente mauro, la cosecha se realiza antes de su

madurez fisiolégica (Rodriguez et al., 2007).

Importancia econémica

El cultivo de pepino en el afio 2018 tuvo una produccion de 75,219,440 t a nivel
mundial, con un area cosechada de 1,984,518 ha, Asia se posiciona como el primer
productor seguido de Europa y América, siendo China el primer productor a nivel
mundial posicionando a México en el puesto numero 5. En México se tiene un area
cosechada de 19,597 ha con una produccion de 1,072,048 t (FAOSTAT 2018).



Salinidad

Entre las condiciones adversas que afectan los sistemas agricolas se encuentra el
estrés por salinidad, la salinidad es el factor que mas influye en el establecimiento de
las poblaciones humanas y existen registros historicos de migraciones provocadas
por la salinizaciéon del suelo cultivable (Wicke et al., 2011). La salinidad es un
problema para la agricultura especialmente para las regiones aridas y semiaridas,
con un contenido alto de salinidad en el suelo y con precipitaciones insuficientes para
su lixiviacion (Carrillo et al., 2011).

La causa de la salinidad se puede deber a dos vias, la primera es natural, puede ser
a la cercania y la altura sobre el nivel del mar, la intemperizacién y la existencia de
sales también son causas primarias, estas se agudizan en condiciones heterogéneas
de micro topografia y las propiedades fisicoquimicas del perfil del suelo, como son la
textura, la estructura, la porosidad, la permeabilidad, la capacidad de retencion de
humedad y de intercambio catidnico tienen un papel importante (Smith, 2007). En las
regiones aridas y semidridas esta situacion es predominante, incluso, en areas con
promedios anuales altos de precipitacion, como en los climas trOpicos secos y
templados a secos, la presencia de periodos secos mas largos condiciona la
ocurrencia de procesos de salinizaciéon (Manchanda y Garg, 2008). Otro factor que
se debe considerar en la salinidad, son las aguas salinas subterraneas, los pantanos,
las lagunas litorales, areas cercanas a minas y bovedas salinas. La segunda causa
son las practicas agricolas incorrectas y u mal manejo del agua de riego, lo que
propicia la movilidad de las sales dentro del suelo y el transporte de las mismas a
nuevos sitios. Esto es conocido como proceso de salinidad antropica o secundaria
convirtiéndose la salinizacion de los suelos en una consecuencia del desarrollo de la

sociedad humana (Porcel et al., 2012).

Efectos de la salinidad en las plantas

La salinidad afecta cada aspecto del metabolismo y la fisiologia de la planta
ocasionando un desequilibrio iénico y un estrés osmoético, cuando el estrés salino es
alto rompe la homeostasis del potencial hidrico y la distribucion de iones. La salinidad

provoca un exceso toxico de sodio (Na*) en el citoplasma y deficiencia de iones



como el potasio (K*), una vez en el citoplasma el Na* inhibe muchas enzimas, los
sistemas enzimaticos de la glucolisis, fotofosforilacion y ciclo de Krebs son
especialmente sensibles a la salinidad ocasionando una disponibilidad menor de
energia, adquisicion de nutrientes y crecimiento de la planta, en las semillas
disminuyen la germinacion (Alcaraz-Ariza, 2012).

El efecto osmotico generado por la salinidad en los suelos consiste en que las
concentraciones altas de sales que incrementan las fuerzas potenciales que retienen
el agua en la solucion del suelo dificultando la extraccion de agua por las raices. Las
sales se acumulan en la zona radicular, disminuyendo el crecimiento, ocasionando
pérdidas en la produccion, el efecto del estrés depende de la etapa fenoldgica del
cultivo, en etapas iniciales el efecto del estrés mas notable (Ben-Amor et al., 2010).
La toxicidad de las sales causa alteraciones en el metabolismo, ocasionando un
desbalance energético y acumulacion de productos toxicos. Al aumentar la presion
osmoética de la solucion, las células se adaptan para tratar de absorber agua,
causando un incremento en el consumo energético que lleva a un menor crecimiento
(Aiazzi et al., 2005).

La toxicidad metabdlica asociada al Na* son perturbaciones en la membrana celular
y con la competencia por los sitios de enlace del K™ esencial para el metabolismo.
Una concentracion alta de Na® desplaza los iones de calcio (Ca*) de los sitios de
enlace de la membrana celular de la raiz y altera su permeabilidad, lo que causa una
salida de K* de las células y favorece la entrada de Na" (Porcel et al., 2012). Por su
parte el cloro (CI) aunque es un elemento esencial para el crecimiento de las
plantas, las concentraciones altas en el tejido vegetal se genera una toxicidad,
causando quemaduras en las hojas, llevando a una disminucion de la fotosintesis y

una inhibicion en la absorcién de nitratos (Zuccarini y Okurowska, 2008).

Tolerancia a la salinidad

La tolerancia a la salinidad es un fenomeno complejo que involucra cambios
morfologicos, en procesos fisioldgicos y bioquimicos de las plantas (Lamz-Piedra et
al., 2013). Los mecanismos que emplean las plantas para tolerar el estrés salino son;

el ajuste osmotico, al estar en un medio con salinidad disminuyen el potencial



osmdético interno, para compensar el potencial osmaético externo, mantener la
actividad enzimatica, el transporte del floema y evitar la deshidratacion, el ajuste
osmoético esta ligado a la sintesis de solutos organicos, como la betaina, glicina-
betaina, prolina y sacarosa y/o a la acumulacién de iones inorganicos (Bargmann et
al., 2009). Otro mecanismo es la exclusién de iones a nivel radicular y la retencion de
iones en las vacuolas de las raices en crecimiento y en los diferentes érganos,
permitiendo que las plantas toleren concentraciones celulares o extracelulares muy
elevadas de Na*, algunas plantas responden a la salinidad mediante la exclusion del
Na® y/o CI' de las hojas, otras limitan la entrada de iones a la raiz, otras absorben
translocan y acumulan los iones a las partes aéreas (De Boer y Volkov, 2003;
Flowers y Colmer, 2008). La absorcién por las raices de iones Na* y ClI” provoca una
alteracion en la absorcion especialmente el K* y Ca’ (Medina-Garcia, 2016). Otro
mecanismo es la capacidad de reparacion del dafio de secuestrar ROS y de proteger
estructuras celulares sensibles mediante el incremento de la sintesis de proteinas
con funcion antioxidante. En general, la complejidad en el grado de tolerancia y en el
modelo de respuesta de las plantas al estrés salino, evidencian la diversidad de
estrategias que desarrollan las plantas a través de su curso evolutivo (Tarchoune et
al., 2013).

Sistema de defensa antioxidante

La salinidad afecta la transpiracion, el intercambio de gases y altera el proceso
fotosintético, esto ocasiona estrés oxidativo en la célula generando especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Ashraf y Harris, 2013).

Las plantas pueden mantener la homeostasis mediante dos lineas de defensa, la
primera involucra antioxidantes enziméticos (Sytar et al., 2013; Wu et al., 2017), la
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX) son los
principales (Asada, 1999). La SOD existe en varias formas, como Cu / ZnSOD,
MnSOD y FeSOD. Dependiendo de su afinidad con los otros iones en las plantas,
cada SOD se distribuye de una forma diferente en varios 6rganos de la planta, como
los cloroplastos (Cu / ZnSOD, FeSOD), el citosol (Cu / ZnSOD) y las mitocondrias

(MnSOD), principalmente cataliza la eliminacion eficiente de los radicales libres
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superoxido en los cloroplastos, estos se generan principalmente en el fotosistema |
durante la reaccion a la luz. La CAT se encuentra en los peroxisomas de las células
vegetales, su funcion principal es la eliminacion del perdxido de hidrégeno (H20,),
producido por la reaccion de SOD. La APX, también puede eliminar H,O,, ésta se
distribuye en los peroxisomas, asi como en los cloroplastos, el citosol y la
mitocondria. Por lo que la APX se puede encontrar en diferentes formas, como cAPX
(citosol), mitAPX (mitocondrias), SAPX (estroma de cloroplasto), mAPX (peroxisomas
y glioxisomas) y tAPX (tilacoides de cloroplasto) segun su ubicacion (Racchi, 2013).
En el cloroplasto, la APX existe como sAPX y tAPX; la proporcion de sAPX y tAPX en
el cloroplasto difiere segun la especie de planta y la senescencia de la hoja, y revela
diferentes tamanos de planta (Sun et al., 2010). El cAPX se encuentra en el citosol,
por lo tanto, juega un papel en la eliminacion de H,O, que se genera en el citosol.
Por lo tanto, todos las APX son diferentes en caracteristicas tales como tamafio,
ubicacion, funcion y secuencias de aminoacidos (Caverzan et al., 2012).

La segunda linea de defensa son los antioxidantes no enzimaticos estos se dividen
en moléculas hidrofilicas (ascorbato, glutatién) y lipofilicas (carotenoides, a-tocoferol)
(Racchi, 2013; Suzuki et al., 2014; Gowayed et al., 2017). El ascorbato puede
eliminar ROS directamente en la célula, ademéas esta conectado con la enzima de-
epoxidasa de la violaxantina y actia como matriz de respuesta de APX (Szarka et al.,
2013). Debido a sus diversas funciones, el ascorbato se considera el antioxidante
mas poderoso en la célula vegetal (Gill y Tuteja, 2010; Racchi, 2013; Suzuki et al.,
2014). El glutation también es un importante antioxidante soluble en agua y juega un
papel importante en la eliminacion de “O, y OH de los cloroplastos (Sharma et al.,
2012). Protege los grupos tiol de las enzimas ubicadas en el estroma del cloroplasto
y participa en la produccion de a-tocoferol y ascorbato (Xiang y Oliver, 1998; Hicks et
al., 2007; Sharma et al., 2012; Racchi, 2013). También induce respuestas fisioldgicas
como la regulacién del transporte de azufre y la expresion de genes de defensa del
estrés (Noctor et al.,, 2002; Racchi, 2013). Los carotenoides son una clase de
compuestos fendlicos distribuidos en diversas frutas y verduras (Racchi, 2013).
Pueden prevenir la peroxidacion de lipidos eliminando un solo radical 6xido de los

cloroplastos (Kuhlbrandt et al., 1994). Los carotenoides se sintetizan en plastidos y
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consisten en isoprenoides de 40 carbonos. El a-tocoferol puede eliminar los radicales
libres "O, y OH, que se generan en las membranas tilacoides; por lo tanto, puede
prevenir la peroxidacion lipidica (Fryer, 1992; Kataria, 2017). Tiene una fluidez
adecuada, lo que le permite moverse facilmente dentro de la membrana lipidica
(Faltin et al., 2010; Racchi, 2013)

Silicio

El Si es el segundo elemento més abundante en la litosfera (27.7%), solo detras del
oxigeno (O,) (47,4%). Los compuestos de Si constituyen mas del 60% de los
compuestos del suelo y su concentracion en forma soluble, como acido silicico, esta
entre 35y 40 mg L 0 0.1 a 0.6 mM L (Epstein, 1999; Ma et al., 2004; Fauteux et
al., 2005). A pesar de ser el segundo elemento més abundante en la litosfera, el Si
se combina con el O, y forma silicatos insolubles en agua o redes de polimeros de
diéxido de Si (cuarzo) por lo que tiende a salir de la circulacion en un ambiente
aerdbico. La forma mas abundante de Si en la corteza terrestre, se intemperiza de
forma muy lenta por lo que no es una fuente apreciable de acido silicico para la biota
(Exley, 1998). La solubilidad del Si, es afectada por factores como: pH, temperatura,
potencial redox, contenido de materia organica, tamafio de particulas vy
principalmente su composicion quimica (Cotton et al., 1998).

El dioxido de silicio (silice) SiO, se puede asociar con otros elementos, como el Ky
Na®, lo que forma silicatos de potasio y sodio solubles en agua (Matinchenkov, 2004).
En ecosistemas terrestres, el ciclo biogeoquimico del Si es mas intenso que el ciclo
del P* y del K. Las raices de las plantas pueden liberar enzimas (Silicazas y
Silicateinas) y compuestos organicos (&cido citrico y protones hidrégeno) para
solubilizar el Si presente en las arcillas, proveniente de rocas y minerales
intemperados. Por lo que las raices con alta capacidad de extraer Si del suelo

promoveran el mejor desarrollo de la planta (Pautot, 1991).

Silicio en la planta
El Si no es considerado como un elemento esencial para las plantas, por lo que no

esta incluido en las formulaciones de uso rutinario. Existen evidencias de que las
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plantas con deficiencia de Si frecuentemente son mas débiles, con un crecimiento,
desarrollo, viabilidad y reproduccion anormal y son mas susceptibles al estrés
abidticos, como toxicidad por metales, pueden ser invadidas facilmente por
microorganismos  patdégenos, insectos fitfagos y mamiferos herbivoros
(Matichenkov, 2004).

El Si se absorbe por las raices en forma de &cido silicico [Si (OH)4], esto cuando el
pH es menor a 9, después de la absorcion por las raices se transloca a las hojas a
través del xilema mediante el flujo de transpiracion aqui sucede un proceso de
polimerizacion donde el &cido silicico se convierte en acido silicico coloidal y
finalmente en gel de silice esto sucede cuando el &cido silicico excede una
concentracion de 2 mM. Este se acumula mas en hojas viejas ya que dentro de la
planta no es movil. El Siforma una capa de 2.5 um inmediatamente debajo de la capa
de la cuticula, formando una doble capa de cuticula-Si ademas de las laminas
foliares también se pueden encontrar células silificadas en la epidermis y en tejidos
vasculares del tallo (Ma y Takahashi, 2002). Se ha observado que el Si es
depositado preferencialmente en sitios de penetracion, también es depositado a
tasas mas altas después de que la penetracion ha ocurrido (Chérif et al., 1992). Esta
capa puede impedir mecanicamente la penetracibn de hongos interrumpiendo el
proceso de infeccién (Ma y Takahashi, 2002).

Se ha observado que el Si hace mas eficiente a la planta en responder a estimulos
exdgenos, activando el estado metabdlico de la planta, preparando las respuestas de
defensa, para desplegarlas completamente al comienzo del estrés (Lyuckx et al.,
2017). El Si desempefia un papel como segundo mensajero uniéndose a grupos
hidroxilo de proteinas involucradas en la sefializacion celular, participando en la
transduccion de sefiales (Fauteux et al., 2005). Regula al alza la expresion de una
qguinasa similar a un receptor repetido rico en leucina (LRR-RLK) en arroz (Fleck et
al., 2011), que es una proteina implicada en la transduccion de sefiales intracelulares
(Lyuckx et al., 2017).

En tomates con problemas de infeccién por patégenos, provoca una regulaciéon
positiva de genes involucrados en etileno y sefializacion de acido jasmonico (JERF3,

TRSF1, ACCO) asi como genes implicados en la respuesta al estrés, es decir,
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trehalosa fosfatasa, proteina abundante en embriogénesis tardia, ferritina, también
genera una mayor expresion de un regulador negativo de la sefial de acido
jasménico, JAZ1, junto con una ubiquitina proteina-ligasa: los autores proponen que
JAZ1 ayuda a prevenir el dafio eventual causado por la estimulacion de compuestos
de defensa y que la ubiquitina proteina ligasa puede degradar JAZ1 asi como un
regulacion al alza una MAPK (MAPK19), un factor de transcripcion WRKY e histonas
enlazador (H1 y H5) (Ghareeb et al., 2011). Lo que prepararia a la planta para

combatir una infeccion por hongos patégenos.

Mecanismos del silicio en plantas bajo estrés por s alinidad

La suplementacion con Si en plantas afectadas por estrés por salinidad ocasiona un
incremento en la regulacién de 40 proteinas de las cuales el 17% de las proteinas
identificadas estaban relacionadas con las respuestas al estrés, el 11% con las
hormonas vegetales, el 11% con la biosintesis celular, y las proteinas restantes
estaban relacionadas con la regulacion transcripcional, la union al ARN vy
metabolismos secundarios Se identificaron proteinas relacionadas con el estrés, a
saber, la proteina 0s02g0282000, la proteina de la familia COPINE 1 y la proteina
dedo de zinc A20/AN1 proteina que confiere tolerancia al estrés abidtico en muchas
plantas, la cafeina-CoA O-metiltransferasa, la proteina de resistencia a la
enfermedad NBSLRR vy la proteina 10 relacionada con la patogénesis. Asi como
proteinas relacionas con la regulacion transcripcional como el factor de alargamiento
de la transcripcion y el homologo del factor de alargamiento de la transcripcion SPT4.
Se descubrioé que las proteinas como el canal de potasio AKT2, el canal de potasio
similar a AKT2/3 y la giberelina 20-oxidasa estan relacionadas con las hormonas
vegetales (Pandey et al, 2006; Bhushan et al., 2006).

El Si se integra al ciclo como el de Calvin, el del acido tricarboxilico, de la pentosa
fosfato y provoca la estimulacion de proteinas relacionadas con la fotosintesis. En
plantas tratadas con Si se encontraron proteinas como la RuBisCo y Ycf4 (proteinas
fotosintéticas) en mayores cantidades (Soundararajan et al., 2017).

Otro efecto es el aumento en la expresion de las enzimas B-glucosidasas, [-

galactosidasas y glucosa-1-fosfato adenililtransferasa subunidad grande, lo que
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implica su efecto sobre el metabolismo del almidon y la sacarosa, del mismo modo,
la acetil-CoA carboxilasa, enzima precursora con papel importante en la sintesis de
acidos grasos, también el Si mostr06 un aumento de la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (GPDH) (NAD"), que generalmente mantiene el rendimiento de
NADH vy el potencial redox de las mitocondrias bajo estrés salino (Muneer y Jeong,
2015). Las proteinas como el factor de reciclaje de ribosomas y la tRNA (lle) -lisidina
sintasa, asociadas con la biosintesis de aminoacidos. La enzima conjugadora de
ubiquitina E2 8 y E2 36, que se vieron afectadas por el estrés de salinidad pero
mejoraron su actividad con la aplicacion de Si (Muneer y Jeong, 2015).

La aplicacién de Si puede reducir la absorcién de Na* y CI” y mantener los niveles de
K*/Na® (Tuna et al., 2008) y aumentar los niveles de K* al estimular la actividad de la
H*-ATPasa de la membrana plasmatica y la actividad de H*-PPasa del tonoplasto y,
por lo tanto, reduce el nivel de Na* y aumenta el nivel de K* en el citoplasma (Liang
et al., 2005; Liang y Ding, 2002; Mali y Aery, 2008; Li et al., 2015).

El estrés por salinidad causa un exceso de ROS en forma de peréxido de hidrégeno
(H20,), superéxido (O2) y radical hidroxilo (OH) en una cantidad superior a la
requerida por la planta llevando a un dafo oxidativo a organulos y membranas. Para
contrarrestar esto se ha observado que el Si aumenta la actividad enzimatica de
SOD, POD, CAR, APX, GR, GPX causando una disminucion en el estrés oxidativo
(Abbas et al., 2015; Wang et al., 2011; Muneer y Jeong, 2015).

Nanotecnologia

Es un término usado para identifica la tecnologia en el campo nano. La escala de
nano es usualmente de 1 a 100 nm (Bernard-Mantel et al., 2010; Wickson et al.,
2010). La primera idea de la nanotecnologia aparecié en 1959 (donde la tecnologia
aun no se identificaba con algin nombre en especifico) donde Richard Feynman
propuso la idea de que “Hay un montdn de espacio en el fondo” en esta hipétesis
Feyman argumenta que en el futuro cercano las moléculas y atomos pueden ser
directamente manipulados. La palabra “nanotecnologia” primero vino a la existencia
por el Profesor Norio Taniguchi en 1974, y usé la palabra para materiales precisos

con alta tolerancia en los limites nanométricos (Quandt y Ozdugan, 2010; Grimes y
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Kobrin, 2008). En la nanotecnologia, una particula es definida como objeto pequefio
gue se comporta como una unidad entera en cuanto a su transporte y propiedades,
sin embargo, el didmetro de la particula es una variable usada para clasificar esas
particulas, por convenio, particulas gruesas son aquellas que cubren un rango de
10,000 a 2,500 nm, particulas finas son aquellas que cubren un rango de 2,500 a 100
nm y nano particulas (NP’s) (o particulas ultra finas) son aquellas que van de 1 a 100
nm, si son dispersas en un medios gaseosos, liquidos o sélidos (Ghosh y Pal, 2007;
Buzea et al., 2007). Son particulas ultra finas que sus dimensiones estan en el rango
de uno a 100 nanémetros, debido a sus propiedades fisicas y quimicas, los
nanomateriales han sido estudio en varios capos de la ciencia y la ingenieria
(Ghormade et al., 2011; Cheng y wang, 2011). Un nandémetro es una mil millonésima
parte de un metro (10-9 m) alrededor de cien mil veces mas pequefio que el diametro
de un pelo humano, mil veces mas pequefio que un globulo rojo, alrededor de la
mitad del diametro del ADN (Neuman, 2010).

La nanotecnologia es un é&rea que se encuentra en crecimiento donde la
manufacturacion de nanoparticulas puede ser controlada en el tamafo, forma y
distribucion (Nadagouda et al., 2009). Es un area de interés cientifico intenso
impulsada por el deseo de fabricar materiales con propiedades nuevas y mejoradas
debido a una amplia variedad de aplicaciones potenciales en las areas como: la
fisica, quimica, biologica, la salud y otros campos interdisciplinarios de la ciencia y la
ingenieria (Ghosh y Pal, 2007; Taylor et al., 2013). La nanotecnologia permite la
investigacion avanzada en muchas éareas, los descubrimientos nanotecnoldgicos
podrian abrir nuevas aplicaciones en el campo de la biotecnologia y la agricultura
(Carmen et al., 2003; Nair et al., 2010).

Nanoparticulas de Si en el crecimiento y desarrollo de plantas

Se ha encontrado que las nanoparticulas de silicio (NPs Si) exhibian propiedades
fisicas y quimicas diferentes a las de su material a granel (O’Farrell et al., 2006). Por
lo tanto, es importante saber cuan diferente interactian las NPs Si dentro del medio
ambiente. Debido a sus propiedades Unicas, las NPs Si exhiben un gran potencial en

la agricultura y pueden funcionar mejor para aliviar diferentes tensiones abiéticas que



16

el material a granel (Tripathi et al., 2015, 2017; Cui et al., 2017; Abdel-Haliem et al.,
2017). La respuesta de las plantas a las nanoparticulas depende de varios factores,
incluido el tamafio, la forma, el método de aplicacion, las propiedades quimicas y las
propiedades fisicas de las nanoparticulas (Rastogi et al., 2017).

Las NPs de Si ayudaron a mejorar la germinacion y un mayor peso fresco y seco en
plantulas de tomate (Siddiqui y Al-Whaibi 2014). En avena mejoré la expresion de
PAL vy las lignificaciones en hojas y raices, asi como una mejora en el crecimiento
(Asgari et al., 2018). En Astrgalus fridae aumenté el grosor de las hojas y el
desarrollo del sistema vascular (Moghanloo et al., 2019). En papa aumento la masa
promedio del tubérculo, la longitud de raiz y brotes, asi como un aumento en el
contenido de clorofila y carotenoides (Mushinskiy et al., 2018). En trigo mejor6 el
crecimiento, desarrollo, germinacion de semillas, biomasa vegetal, clorofila total y
actividad fotosintética sin causar dafio oxidativo (Sun et al., 2016). En plantulas de
fenogreco se observo un aumento la lignificacion de la pared celular del xilema, el
grosor de la pared celular, la actividad PAL y la concentracion de proteinas
(Nazaralian et al., 2017). En haba se aumento la floracion (Roohizadeh et al., 2015).

Nanoparticulas de Si contra infeccién por patégenos

Se ha demostrado que las NPs de Si actian como agentes antifungicos fuertes en el
maiz contra varios fitopatdgenos como Fusarium oxysporum y Aspergillus niger, al
inducir una mayor expresiéon de compuestos fendlicos y una menor expresion de
enzimas que responden al estrées como la PAL, peroxidasa y polifenol oxidasa
(Suriyaprabha et al.,, 2014). La aplicacion de NPs de Si y nanocompuestos de
quitosan-Si mostraron un enfoque ecologico para el control del moho gris en uvas de
mesa al observar que podrian preservar los racimos de la pérdida de masa
ocasionada por el patdgeno (Youssef et al., 2019). Nanoesferas de SiO, cargadas
con NPs de Ag mostraron un efecto antibacteriano en arroz al controlar el tizén
bacteriano de las hojas causado por Xanthomonas oryzae, actuando como
bactericida al inducir la produccién de especies reactivas de oxigeno e inhibir la
replicacion del ADN (Cui et al., 2016).
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Nanoparticulas de Si contra estrés abiotico

La aspersion foliar de las NPs de SiO, mitigan el efecto del estrés salino en pepino al
aumentar el crecimiento y el rendimiento, junto con el aumento del contenido de
nitrégeno y fésforo (Abdelazim et al., 2017) En plantulas de soya alivio el estrés
salino al aumentar la concentracion de K*, las actividades antioxidantes de
compuestos no enzimaticos y la disminucion de la concentracion de Na’, la
peroxidacion de lipidos y la produccion de ROS (Farhangi-Abriz y Torabian, 2018).
Las NPs de Si mejoraron la germinacion y el crecimiento vegetativo de plantulas de
pepino bajo estrés salino elevado mediante el mantenimiento adecuado de la
homeostasis de K'/Na* (Alsaeedi et al., 2018). De manera similar se observo que las
NPs de Si aumentaron el crecimiento y la productividad de las plantulas de pepino
bajo déficit hidrico y estrés salino al aumentar la altura de la planta, el rendimiento y
el contenido de clorofila, manteniendo la homeostasis ionica y el equilibrio osmatico
al regular el alto contenido de K* y controlar la apertura de los estomas (Alsaeedi et
al., 2019). En frijol comun (Phaseolus vulgaris), las NPs de Si demostraron ser
altamente efectivas para mejorar los efectos perjudiciales de los iones Na* al causar
un aumento en el porcentaje de germinacion, el indice de vigor y la tasa de
germinacion de las semillas (Alsaeedi et al., 2017). En tomate el alivio del estrés fue
reportado por varios autores (Haghighi et al., 2012; Haghighi y Pessarakli, 2013). En
Crataegus aronia se observo un alivio del estrés por sequia mediante aumentos en el
crecimiento de las plantas y aumento de las concentraciones de pigmentos
fotosintéticos y disminuciones en el potencial hidrico del xilema y el contenido de
MDA (Ashkavand et al.,, 2015). La capa que pueden formar las NPs de Si puede
reducir la transpiracion de las plantas, gracias a esto, hacer que las plantas sean
Mas resistentes a la sequia, las altas temperaturas y la humedad (Strout et al., 2013).
En plantulas de trigo se observo una proteccion contra el estrés UV-B a través de la
activacion de sistemas antioxidantes mediada por éxido nitrico que contrarrestaban
los dafios de la fotosintesis inducidos por ROS (Tripathi et al., 2017). En plantulas de
arroz alivio la toxicidad de cadmio (Cd) y plomo (Pb) en plantulas de arroz al reducir
la concentracion de metales enddgenos y mejorar el crecimiento, la biomasa, el

rendimiento de grano y la calidad nutricional (Hussain et al., 2020). De manera
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similar en plantulas de trigo expuestas a estrés por Cd las NPs de Si redujeron el
estrés oxidativo al reducir el perdxido de hidrogeno, la fuga de electrolitos y la
peroxidacion de lipidos, junto con una mayor actividad de enzimas antioxidantes
como la superoxido dismutasa y peroxidasa. Ademas, la acumulacion de Cd dentro
de los granos también se redujo, el efecto fue mas pronunciado con la concentracion
mas alta de NPs (Khan et al., 2020). Resultados similares fueron encontrados por Ali
et al. (2019) en plantulas de trigo estresadas con Cd y tratadas con NPs de Si donde
se mejoro la biomasa tisular, la clorofila, los atributos de intercambio de gases de las
hojas al reducir los dafios, la fuga de electrolitos y la acumulacion de Cd, y al activar
las enzimas superdxido dismutasa y peroxidasa. Estos beneficios se pudieron deber
a la expresion de OsLsil, responsable de la absorcion de Siy OsHMAS, responsable
del transporte vacuolar de Cd, estaban reguladas al alza, mientras que la expresion
de genes de absorcion de Cd como OsLCT1 y OsNRAMPS5 se regulan
negativamente aplicando NPs de Si (Cui et al., 2017). La aplicacion de NPs de Si en
semillas de trigo afecto positivamente el crecimiento de plantulas de trigo al disminuir
el estrés oxidativo, disminuir la concentracion de Cd en los granos y mejorar la
biomasa vegetal y el contenido de clorofila (Cui et al., 2017). La aplicacion de NPs
de SiO,, aminoraron el estrés por aluminio (Al) en plantas de maiz al reducir la
actividad de las enzimas fotorrespiratorias y NADPH oxidasa, estimulando los
sistemas de defensa antioxidante a nivel enzimético (ascorbato y glutation
peroxidasas, catalasa, superdxido dismutasa) y no enzimético (ascorbato, glutation,
flavonoides, polifenoles, tocoferoles) y desintoxicacion de metales a través de la
actividad glutation-S-transferasa (De Sousa et al., 2019). La aplicacion de NPs de Si
ayudo a reducir la fitotoxicidad del cromo (Cr) en plantas de arveja al reducir la
acumulacién de Cr y el estrés oxidativo y regular al alza el sistema de defensa

antioxidante y los elementos nutritivos (Tripathi et al., 2015).
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Abstract: Tomato crop is valuable worldwide thanks to its commercial and nutritional value, which
plays a very important role in the human diet. However, tomato crop can be found in arid areas with
high salt content. Salinity is a major problem for agriculture, as it decreases productivity, lowers
economic yields, and induces soil erosion. The application of silicon has been observed to increase
tolerance to abiotic stress, and specifically to salt stress. Therefore, the aim of this study is to evaluate
the application of K2SiOs and SiO: nanoparticles (5iO2 NPs) on the growth, antioxidant content and
tolerance to saline stress of tomato plants. Plant growth, fruit quality parameters (pH, AT, SST,
firmness), antioxidant capacity (ABTS, DPPH), enzymatic (SOD, PAL, APX, CAT, GPX) and non-
enzymatic (flavonoids, phenols, Vitamin C, [(-carotene, lycopene) antioxidant compounds,
chlorophylls, proteins and H20: were evaluated. The application of SiO: NPs at 500 mg L' had
positive effects on the plants that were not subjected to stress, increasing the average fruit weight,
fruit yield and chlorophyll, phenol, GSH and GPX activity. While in plants under salt stress, it helped
to maintain the concentration of chlorophylls, GSH, PAL activity and Vitamin C. The application of
SiO2 NPs is more effective than K2SiOs at inducing positive responses in tomato plants subjected to
stress by NaCl.

Keywords: nanotechnology; environmental stress; antioxidants; biocompounds; reactive oxygen
species

1. Introduction

Tomato crop is valuable worldwide thanks to its commercial and nutritional value. Furthermore,
it is a good source of vitamins, minerals and antioxidants, such as carotenoids (lycopene and (-
carotene) and phenolic compounds, with positive effects on human health. The consumption of these
fruits has been associated with the reduction in risks related to various diseases, such as cancer and
non-communicable and chronic cardiovascular diseases [1,2]. However, tomato crop can be found in
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arid areas with salinity problems [3]. Salinity is an important problem for agriculture, since it decreases
productivity, affecting the economy and also causing soil erosion, which affects the properties of the
soil’s electrical conductivity, moisture retention, permeability, cation exchange capacity, etc., and also
impacts ecological aspects. It is estimated that a large area of the soil on the planet is affected by
salinity, estimating up to 20% of the land area available for agriculture, which may reach up to 50% in
the middle of this century [4]. The indiscriminate use of fertilizers, unsupervised irrigation, low
precipitation, increased surface erosion and industrial pollution are reasons that can be associated with
the appearance of salinity [5]. Under salinity conditions, plants have two response phases; the first is
the so-called fast phase, which is the water deficit, while the second is the accumulation of salt and
toxicity, called the slow phase [6]. In both phases, transpiration and gas exchange (H20, COz), alter the
photosynthetic process, causing oxidative stress by the generation of reactive species of oxygen and/or
nitrogen [7].

Silicon (Si) is the second most abundant element in the lithosphere (27.7%), only behind oxygen
(Oz2) (47.4%) [8]. Despite being the second most abundant element in the lithosphere, Si combines with
O: to form water-insoluble silicates or networks of Si dioxide polymers (quartz) and tends to exit
circulation in an aerobic environment. The most abundant form of Si in the Earth's crust weathers so
slowly that it is not an appreciable source of silicic acid for biota [9]. Silicon has shown several positive
mechanical and physiological effects in plants, such as increased resistance to pathogens and insects,
increased resistance to strong wind and rain, the alleviation of drought, alleviation of salt stress
through the inhibition of Na* and Cl,, alleviation of P deficiency, improvement of K, P and Ca intake,
reduction in the excess absorption of nutrients, such as P, y and N, and the alleviation of Mn, Cd, As,
Al and Zn toxicity [10-13]. Applications of nanotechnology in agriculture have grown in recent years,
especially with the use of nanoparticles (NPs) since they have different characteristics from their bulk
form due to their size of less than 100 nm [14]. Silicon in the form of nanoparticles (Si NPs) increases
the growth of plants [15]. Si NPs can also diminish the negative effects of oxidative stress caused by
environmental factors, such as with heavy metals, through antioxidant compounds, and can also
improve the osmotic potential of the cell plant system [16]. In plants under salt stress, the increased
expression of genes associated with the response to salt stress has been observed [17,18]. This also
inhibits the negative effect caused by salinity on growth, increasing the K* concentration and the
K*/Na* ratio [19] and improves the accumulation of proline, free amino acids, the content of nutrients,
proteins, phenolic components, ascorbic acid, a-tocopherol and chlorophyll and also improves gas
exchange and energy efficiency [19-21]. This also induces an increase in the activity of antioxidant
enzymes, such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX),
peroxidases (POX) and ascorbate peroxidase (APX) [17,19]. All these responses taken together can
increase tolerance to salt stress in crops and lessen the negative impact. For this reason, the aim of the
present study is to determine the effect of the application of Ki:S5iOs and SiO: NPs on growth,
antioxidant content and salt stress tolerance in tomatoes.

2. Materials and Methods

2.1. Crop Growth

An indeterminate tomato crop variety “El Cid” (Harris Moran, Davis, CA, USA) of the saladette
type was established under greenhouse conditions. The seeds were sown in trays of 200 cavities, and
the substrate was a mixture of peat moss and perlite (70:30). Once the seedlings had four true leaves,
they were transplanted in polyethylene bags with a capacity of 12 L with a mixture of perlite and peat
moss (1:1) as substrate. The nutrition of the crop was done with Steiner solution [22] applied with a
directed irrigation system using drippers. The concentration applied was 25% for the first two weeks
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after the transplantation, 50% for the third and fourth weeks, 75% for the fifth and sixth weeks, and
100% for the rest of the crop cycle. The following micronutrients were used in chelated form in the
nutrient solution: EDTA (2,2,2",2""'-[Ethane-1,2-diyldinitrilo] tetraacetic acid)/Fe EDTA = 3.75 mg L,
Mn EDTA =1.85mg L'; B=0.35 mg L'; Zn EDTA = 0.30 mg L-'; Cu EDTA =0.15 mg L-; Mo = 0.10 mg
L-1. The pH of the nutritive solution was adjusted to 6.5 with sulfuric acid each time it was prepared.
The crop was managed to a single stem and, when there were between 10 and 11 clusters, the apex was
cut to stop the growth of the plant at 18 weeks after transplantation. The tomato crop was developed
by 21 weeks after transplantation.

2.2. Application of Treatments

Different doses of potassium silicate (K25iOs) (250, 500 mg L) and silicon dioxide nanoparticles
(5102 NPs) (250, 500 mg L) were applied on the surface of the substrate 15 days after transplantation,
applying 10 mL per plant every 15 days. The total number of applications was five, with a total of 50
mL of solution per plant. The application of salt stress in plants of treatments with stress was carried
out with refined sea salt (NaCl) at a concentration of 50 mM. The salt was mixed with the nutritive
solution and applied from transplanting and throughout the crop cycle. The electrical conductivities of
the nutritive solutions were up to 3.4 dS m™ and 11 dS m* without and with salt, respectively when the
nutrient solution was applied at 100% concentration. The substrate reached an electrical conductivity
of 14 dS m at that point. A total of 10 treatments were applied, five without salt stress and five with
salt stress. The 5iO2 NPs used were 10-20 nm in size, with a spherical morphology, a surface area of
160 m? g1, and a bulk density of 0.08-0.1 g cm= (SkySpring Nanomaterials Inc., Houston, TX, USA) as
described by Gonzalez-Moscoso et al. [23].

2.3. Crop Growth Variables

To determine the effect of the treatments on the growth of the tomato crop at 21 weeks after
transplantation, the height of the plant, shoot fresh weight, stem diameter, number of clusters and
number of leaves were measured. In addition, the number of fruits per plant, the average weight of the
fruits and the yield of fruits per plant were quantified.

2.4. Sampling

Samples of fully developed young leaves were taken only once at 17 weeks after transplantation,
were placed in a freezer at -20 °C and then lyophilized in a freeze dryer (Yamato Scientific Co. Ltd.
freeze dryer, Model D401, Santa Clara, CA, USA). After this, samples were ground with a porcelain
mortar and the biochemical variables were carried out.

Tomatoes between the fourth and fifth bunches of the same size that were not damaged were
selected; they were harvested in full red, according to the USDA scale (more than 90 percent of the
surface in a red color sample). Six fruits were selected per treatment—each one from a different
plant—washed and used immediately for quality variables. The samples were taken once at 17 weeks
after transplantation.

2.5. Fruit Quality

The parameters that describe the quality of the fruit, such as hydrogen potential (pH), total
soluble solids (SST), titratable acidity (AT) and firmness, were determined as described by Lopez-
Vargas et al. [24].

2.6. Biochemical Analysis
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The biochemical analyses are fully described by Gonzalez-Moscoso et al. [23] and Lopez-Vargas et
al. [24]. The chlorophyll content (mg 100 g'! DW) was determined according to the method of Nagata
and Yamashita [25]. Phenols (mg g DW) were determined using the Folin-Ciocalteu reagent, as
described in [26]. Flavonoids (mg 100 g'' DW) were determined with the method of Arvouet-Grand et
al. [27]. Total protein (mg g of DW) determination was performed using Bradford’s colorimetric
technique [28]. Vitamin C (mg 100 g! DW) content was determined as described by Padayatt et al. [29].
The glutathione (GSH) content (mmol 100 g' DW) was determined using the method of Xue et al. [30].
Lycopene and (3-carotene content were determined according to the method of Nagata and Yamashita
[25]. Antioxidant capacity by ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) radical was
determined using the spectrophotometric method of Re et al. [31]. Antioxidant capacity by the DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical was determined according to the method of Brand-Williams et
al. [32]. The hydrophilic compounds were determined using a phosphate buffer for extraction and for,
the lipophilic compounds, a hexane:acetone solution was used. The total antioxidant capacity was
obtained by the sum of the hydrophilic and lipophilic compounds [33]. The antioxidant capacity was
expressed as Vitamin C equivalents (ug g DW). Hydrogen peroxide was carried out according to the
methodology of Patterson et al. [34]. Ascorbate peroxidase (EC 1.11.1.11) was determined by the
method of Nakano and Asada [35] and is expressed as U per gram of total proteins (U g TP), where U
is equal to the umol of oxidized ascorbate per milliliter per minute. Glutathione peroxidase (EC
1.11.1.9) (U per gram of total proteins (U TP-'), where U is equal to the mM equivalent of reduced
glutathione (GSH) per milliliter per minute) was determined by the method of Flohé and Giinzler
[30,36]. Catalase (EC 1.11.1.6) (U TP}, where U is equal to the mM equivalent of H202 consumed per
milliliter per minute) was quantified by the method of Dhindsa et al. [37]. Phenylalanine ammonia
lyase (PAL) (EC 4.3.1.5) was determined according to the method of Syktowska-Baranek et al. [38].
Superoxide dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) (U mL"!, where U is defined as the amount of enzyme
needed to exhibit 50% dismutation of the superoxide radical) was carried out using the Cayman kit
(SOD Assay Kit 706002, Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA).

2.7. Statistical Analysis

The variables of tomato growth were assessed using 10 replicates, where a plant represented a
replicate. For each of the evaluated biochemical variables, five replicates per treatment were used. A
completely random design was used. An analysis of variance and Fisher’s least significant difference
(LSD) mean test (& = 0.05) were performed. All statistical procedures were performed using the
software Infostat 2018 (http://www.infostat.com.ar).

3. Results

Statistically significant differences in plant height, fresh weight, stem diameter and the number of
clusters were observed (Figure 1). However, in fresh weight and stem diameter, the significant
difference was between treatments with and without saline stress only. The plants under salinity
conditions showed a lower height, with the exception of those subjected to the A250 + NaCl treatment.
In the number of clusters, a significant difference was only observed in the N250 treatment with and
without salt stress, while the rest of the treatments were the same. The salinity affected the plants
negatively, decreasing plant height, fresh weight and stem diameter.
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Figure 1. Plant height, shoot fresh weight, stem diameter, number of clusters and number of leaves in
tomato plants treated with K2SiOs and SiO2 NPs under salt (NaCl) stress. Different letters on the bars
indicate significant differences according to the Fisher's least significant difference test (a = 0.05). n =10
+ standard error. NS: No significant difference. A250, A500: K2SiOs at 250 and 500 mg L. N250, N500:
SiO2 NPs at 250 and 500 mg L. NaCl: Plants developed under salt stress at 50 mM of NaCl applied via
nutritive solution throughout the crop cycle.
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Differences were observed in the average weight of fruits and in the fruit yield per plant (Figure
2). The application of SiO2 NPs showed a positive effect when there was no salt stress increasing the
average weight of the tomato fruits. The N500 treatment registered 17.8% more weight than the
control, while salinity decreased the average weight of the fruits in all treatments. In this condition, the
application of 5iO: NPs at 500 mg L also seems to induce a favorable response; however, it was not
significantly different from its respective control.

The SiO2 NPs positively impacted the fruit yield by inducing larger fruits; the treatment with 500
mg L1 of SiO2 NPs registered 18.8% more fruit yield than the control. On the other hand, salinity
decreased the yield in all treatments; the application of NaCl decreased the yield by 24.7%, while in the
treatment with 500 mg L1 of S5iO2 NPs and NaCl it only decreased by 18.38%.
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Figure 2. Average weight of fruits, number of fruits and fruit yield in tomato plants treated with K2SiOs
and SiO2 NPs under salt (NaCl) stress. Different letters on the bars indicate significant differences
according to the Fisher's least significant difference test (o« = 0.05). n = 10 + standard error. NS: No
significant difference. A250, A500: K2SiOs at 250 and 500 mg L. N250, N500: SiO2 NPs at 250 and 500
mg L. NaCl: Plants developed under salt stress at 50 mM of NaCl applied via nutritive solution
throughout the crop cycle.

Differences were observed in the content of chlorophyll a, chlorophyll b and total chlorophyll
(Figure 3). The application of SiO2 NPs positively affected the chlorophyll content regardless of
whether the plants were under salt stress or not. Without salt stress, the application of 500 mg L of
SiO2 NPs increased the content of chlorophyll a by 12.5%, chlorophyll b by 16.8% and total chlorophyll
by 15%. This same treatment under salinity increased the content of chlorophyll a by 17.3%,
chlorophyll b by 15.1% and total chlorophyll by 11.4%, compared to the control with salinity.
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Figure 3. Chlorophyll 4, chlorophyll b and total chlorophyll in the leaves of tomato plants treated with
K25i0s and SiO2 NPs under salt (NaCl) stress. Different letters on the bars indicate significant
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differences according to the Fisher's least significant difference test (a0 = 0.05). n = 5 + standard error.
A250, A500: K25iOs at 250 and 500 mg L. N250, N500: SiO2 NPs at 250 and 500 mg L. NaCl: Plants
developed under salt stress at 50 mM of NaCl applied via nutritive solution throughout the crop cycle.

Differences were observed in the content of flavonoids, phenols, Vitamin C, total proteins,
glutathione and H2O: (Figure 4). The flavonoid content was increased by 17.9% with the application of
500 mg L SiO2 NPs when there was no salt stress; however, under salt stress the application of 250 mg
L1 of KaSiOs presented the highest content of these compounds—=8.99% more than their respective
control.

The phenol content showed a different behavior since the salinity decreased the content.
However, regardless of the stress condition, the application of S5iO:> NPs significantly increased the
content of these compounds. Without salt stress, the application of 500 mg L of SiO2 NPs increased
the content of phenols by 25.19%, while under salinity the same treatment increased the content by
23.42% compared to its respective control.

Vitamin C was positively stimulated by salinity since the application of NaCl alone increased this
compound by 72.67%. Without salt stress, only the application of 500 mg L of SiO2 NPs increased the
Vitamin C content by 25.91%, while under stress the application of SiO2 NPs did not induce changes
regarding its control. However, regardless of the stress condition, the application of K25iOs decreased
the Vitamin C content in the leaves.

SiO:2 NPs had a positive effect on total protein content only when there was no salt stress, while
under stress there was no difference between treatments. Without salt stress, the application of 500 mg
L of SiO2 NPs presented 26.27% more proteins than the control.

The glutathione content increased with the application of 500 mg L of S5iO2 NPs when there was
no salt stress; it presented 16.55% more than the control. Under salt stress, the glutathione content
decreased by 26.99% compared to the control. However, the application of SiO2 NPs reversed the
negative effect of salinity on glutathione content. Under salt stress, the application of 500 mg L' of S5iO2
NPs increased the glutathione content by 60.49% compared to its respective control, while the
application of 250 mg L1 of S5iO2 NPs increased the glutathione content by 30.15%.

Treatments did not have a significant effect on H202 content. The content of this compound was
only affected by the application of salt stress, with the lowest content being observed in treatments
with NaCl application.
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Figure 4. Flavonoids, phenols, Vitamin C, total proteins, glutathione (GSH) and hydrogen peroxide
(H202) in the leaves of tomato plants treated with K2SiOs and SiO2 NPs under salt (NaCl) stress.
Different letters on the bars indicate significant differences according to the Fisher's least significant
difference test (a = 0.05). n = 5 + standard error. A250, A500: K2SiOs at 250 and 500 mg L-1. N250, N500:
SiO2 NPs at 250 and 500 mg L. NaCl: Plants developed under salt stress at 50 mM of NaCl applied via
nutritive solution throughout the crop cycle.



28

Differences in leaves’ enzymatic activity were observed (Figure 5). The enzymatic activity of SOD
was affected by the application of the treatments, where the highest enzymatic activity was observed
with the application of 250 mg L of SiO2 NPs in the absence of salt stress, although it was not different
from the control. The application of 500 mg L' SiO2 NPs decreased SOD activity by 17.85% under the
same condition. Under salt stress conditions, there was an increasing trend in SOD activity due to the
application of the treatments; however, the difference was not significant compared to its respective
control.

PAL activity was increased with the application of SiO2 NPs regardless of the stress condition,
although it was greater under salt stress. Without stress, the application of 500 mg L' SiO2 NPs
increased PAL activity by 94.48% compared to the control. Under saline stress conditions, both doses
of SiO2 NPs increased PAL activities, these being 81.20% more with 250 mg L, and 77.48% more with
500 mg L' compared to their respective controls.

The enzymatic activity of APX showed differences between treatments; under salt stress the
application of 500 mg L of K25iOs and 250 mg L of SiO2 NPs significantly increased the activities of
this enzyme, these being 60.06% and 53.27% more than their respective controls.

Catalase activity was decreased both by salt stress and by the application of silicon in both forms
(K2SiOs and SiO2 NPs). The GPX activity was due to both the high doses of silicon (regardless of the
form) and the application of NaCl. In the absence of salt stress, the application of 500 mg L of K25iOs
and SiO2 NPs increased GPX activity by 251% and 265% compared to the control. Under salt stress
conditions, all silicon treatments decreased GPX activity compared to only NaCl application.
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Figure 5. Enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD), phenylalanine ammonia lyase (PAL),
ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX) in the leaves of tomato
plants treated with K2SiOs and SiO2 NPs under salt (NaCl) stress. Different letters on the bars indicate
significant differences according to the Fisher's least significant difference test (¢ = 0.05). n =5 +
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standard error. A250, A500: K2SiOs at 250 and 500 mg L-1. N250, N500: SiO2 NPs at 250 and 500 mg L-.
NaCl: Plants developed under salt stress at 50 mM of NaCl applied via nutritive solution throughout
the crop cycle.

The antioxidant capacity evaluated in the leaves showed significant differences between
treatments in both radicals studied (ABTS and DPPH) (Figure 6). Similar behaviors were not observed
among the radicals; in the ABTS radical, the highest antioxidant activity of hydrophilic compounds
and total antioxidant activity was observed in the control, while the antioxidant activity for lipophilic
compounds was better in the treatment of 250 mg L of K25iOs and in the control under salinity. With
the DPPH radical, the treatment with 250 mg L of SiO2 NPs in hydrophilic compounds presented
3.5% more antioxidant activity than the control without stress. Also the treatment with 500 mg L of
K25iOs showed an activity of 6.3% more than the control in hydrophilic compounds when there was no
salt stress. However, under salinity conditions, there were no treatments better that the control; in
contrast, the application of 500 mg L1 of K2S5iOs decreased the antioxidant capacity compared to the
control.
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Figure 6. Antioxidant activity with the ABTS and DPPH in the leaves of tomato plants treated with

K2SiOs and SiO: NPs under salt (NaCl) stress. Different letters on the bars indicate significant

5 + standard error.

A250, A500: K25iOs at 250 and 500 mg L. N250, N500: SiO2 NPs at 250 and 500 mg L. NaCl: Plants

developed under salt stress at 50 mM of NaCl applied via nutritive solution throughout the crop cycle.

0.05). n

differences according to the Fisher's least significant difference test (a

In the antioxidants in tomato fruits, significant differences between treatments were observed in
the content of flavonoids, phenols, Vitamin C and (3-carotene. The GSH and lycopene were not affected

by the treatments or salinity, as they did not show significant differences (Figure 7). The contents of the

flavonoids in fruit showed a different behavior from those found in the leaves, since these were

decreased by salinity. In the absence of salt stress, the highest flavonoid content was found in the
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control. Phenols were not modified by the salt stress condition, while the application of silicon in both
forms induced a positive effect. In the absence of salt stress, an increase in phenols was observed with
the application of 500 mg L of K25iOs, this being 70.3% more than the control. Under stress conditions,
the application of 250 mg L' SiO2 NPs induced the highest phenol content, although it was not
significantly different from its respective control.

Vitamin C showed a different behavior from that found in the leaves; the fruit was not directly
affected by salinity. In the absence of salt stress, the application of 250 mg L of SiO2 NPs induced the
highest content of this compound, this being 11.3% more than the control. Under salt stress, the
application of 500 mg L SiO2 NPs induced the highest content of Vitamin C; however, it was not
different from its respective control.

[-carotene was stimulated by silicon in both forms in the absence of salt stress, increasing in a
range 371%—492% due to the effect of the treatments. However, salinity also induced an increase in this
compound, this being 402% higher compared to the control. Under salt stress, the treatments did not
show differences compared to the application of NaClL
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Figure 7. Flavonoids, phenols, Vitamin C, 3-carotene, glutathione (GSH) and lycopene in tomato fruits
of plants treated with K25iOs and SiO: NPs under salt (NaCl) stress. Different letters on the bars
indicate significant differences according to the Fisher's least significant difference test (a =0.05). n=5=+
standard error. NS: No significant difference. A250, A500: K2SiOs at 250 and 500 mg L. N250, N500:
SiO2 NPs at 250 and 500 mg L. NaCl: Plants developed under salt stress at 50 mM of NaCl applied via
nutritive solution throughout the crop cycle.
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Figure 8. ABTS and DPPH antioxidant activity in tomato fruits of plants treated with K25iOs and SiO:2
NPs under salt (NaCl) stress. Different letters on the bars indicate significant differences according to
the Fisher's least significant difference test (a = 0.05). n = 5 + standard error. A250, A500: K25iOs at 250
and 500 mg L-1. N250, N500: SiO2 NPs at 250 and 500 mg L. NaCl: Plants developed under salt stress at
50 mM of NaCl applied via nutritive solution throughout the crop cycle.

Differences in fruit quality were observed (Figure 9). The highest pH was found in the A250
treatment, which was 1.1% higher than the control, while the lowest pH was shown by the N500 +
NaCl treatment, having a pH 3.89% lower than the control. In firmness, a slight increase was observed
in fruits of plants without salt stress and treated with NPs. Under salt stress, the greatest firmness
improvements in treatments were found with the application of Kz25iOs, these being 8.4% greater than
the control. The highest titratable acidity in plants without saline stress was found in the control
treatment; under saline conditions, the highest titratable acidity was observed in the 250 mg L of
K2SiOs treatment. The lowest titratable acidity was shown in the 250 mg L of SiO2 NPs treatment with
and without salt stress. The TSS content was directly affected by salinity since the treatments under
salt stress had the highest contents.
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Figure 9. pH, firmness, titratable acidity and total soluble solids (TSS) in tomato fruits of plants treated
with K25i0Os and SiO: NPs under salt (NaCl) stress. Different letters on the bars indicate significant
differences according to the Fisher's least significant difference test (a0 = 0.05). n = 5 + standard error.
A250, A500: K25iOs at 250 and 500 mg L. N250, N500: SiO2 NPs at 250 and 500 mg L. NaCl: Plants
developed under salt stress at 50 mM of NaCl applied via nutritive solution throughout the crop cycle.

4, Discussion

High concentrations of salt in the soil solution decrease the acquisition of water by plants, induce
the toxicity of specific ions and nutritional imbalances, affecting growth [6,39]. A decrease in biomass,
leaf area and growth has been observed in several crops [40,41]. Salinity causes an increase in the
osmotic potential of plants, causing a reduction in water absorption and a decrease in water import to
the fruit, reducing the weight of the fruits [42,43]. The yield was diminished due to the weight of the
fruits and not to the number of fruits, similar to that reported by Sakamoto et al. [43]. Contrary to this,
silicon nanoparticles improve water use efficiency, relative water content and turgor pressure [44],
which can increase the import of water to the fruit, increasing the weight of and, therefore, the fruit
yield.

Reducing the chlorophyll content is the fastest response to salinity [45] and it is a symptom of
damage to plant growth and development. The decrease in chlorophyll is attributed to the inhibition of
synthesis, together with its degradation by the enzyme chlorophyll [46], being a photoprotection
mechanism to reduce the absorbance of light [47]. Matichenkov and Kosobrukhov [48] noticed an
increase in the activity of the photosynthetic system with the application of silicon. Kalthe et al. [42]
reported a decrease in the chlorophylls in basil plants under salt stress in the control treatment and in
plants treated with Si; however, the application of SiO: NPs increased the concentration of
chlorophylls. Haghighi and Pessaraklib [49] also found an increase in the chlorophyll with the
application of Si and Si NPs in cherry tomato under salt stress—results similar to those found in the
present investigation. Silicon is integrated into cycles, such as Calvin's, tricarboxylic acid's, pentose
phosphate's, causing the stimulation of proteins related to photosynthesis and guaranteeing the
photoprotection of plants [50].

Salt stress results in oxidative stress due to the generation of reactive oxygen species and/or
reactive nitrogen species [7]. Furthermore, as a response to unfavorable environmental factors,
secondary metabolites, such as phenolic compounds, are synthesized, which are crucial for the growth
and reproduction of plants [51]. Flavonoids show antioxidant activity as they belong to phenolic
compounds. Found in the leaves, flowers and pollen, they generally accumulate in the vacuole as
glycosides, although they also occur as exudates on the leaves and other parts of plants [52]. They play
a role as signaling or protective molecules against reactive oxygen species. Therefore, it is common to
observe an increase in phenolic compounds with salt stress [53,54]. Telesinski et al. [55] demonstrated
an increase in flavonoid content and a decrease in phenols, similar to what happened in the leaves,
while in the fruit both were diminished by salinity.

Vitamin C is the most abundant antioxidant and has the greatest reducing potential; it is
considered the most powerful reactive oxygen species (ROS) detoxifier. It can directly quench reactive
oxygen radicals (superoxide, hydroxyl, singlet oxygen) and can reduce the H20: to H20 trough activity
of the ascorbate peroxidase enzyme. It can protect the membranes by regenerating tocopherols from
tocopherol radicals. It is necessary to have high levels to compensate for oxidative stress and regulate
metabolic processes [56-58]. It is also essential in the human diet, since the human body cannot
produce it—the only way to obtain it is by ingesting it from fruits [29]. In the plant, it works as an
antioxidant and cofactor in redox reactions; its levels can vary due to stress factors [59,60]. Telesiniski et
al. [55] positively correlate ascorbate with Cl- content in plants. This can be attributed to the increase in
Vitamin C content in plants that were subjected to NaCl stress. Farhangi-Abriz and Torabian [19]
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reported similar results, finding an increase in the content of Vitamin C in soybeans under salt stress
conditions with the application of SiO:2 NPs. On the part of the SiO2 NPs, the increase in the content of
Vitamin C could be due to the fact that Si under saline conditions increases the activity of the enzymes
monodehydroascorbate reductase (MDHAR) and dehydroascorbate reductase (DHAR), related to the
cycle of ascorbic acid—glutathione, recycling Vitamin C in an important way [61].

Proteins play an important role in tomato development and quality [62]. They are involved in the
electron transport chain, Krebs cycle, carbon metabolism and stress response [63]. The highest protein
contents were observed in the treatment of SiO2 NPs in plants without salt stress; however, it has been
observed that silicon has very little impact on the metabolism of non-stressed plants [64]. Nwugo and
Huerta [65] found that, in rice, silicon alters only four proteins in the absence of stress, compared to 57
proteins in plants stressed with cadmium. The stimulus could be due to the application of silicon in the
form of NPs, since NPs can induce oxidative stress [66], and not silicon in its ionic form. Nazaralian et
al. [67] also found an increase of 25% in the proteins when sodium silicate and Si NPs were added,
which is different from the present work since only an increase was found in the application of Si NPs.

Hydrogen peroxide (H202) is a free radical derived from oxygen. It is the result of the reduction of
O2 electrons and it has the highest half-life of ROS and smallest molecule size, allowing it to cross cell
membranes and function as a signaling agent, particularly for acclimatization processes of stress and
antioxidant defense [68]. It has been observed that the presence of H202 in the apoplast plays an active
role in the transcription of resistance genes and, being toxic to pathogens, plays a positive role, limiting
the spread of invading organisms by cell death around the infection [56,69]. It is common to observe an
increase in H202 under salt stress; however, in the present work, a decrease in its content was observed
in plants under salinity, which could be due to the observed increase in Vitamin C content and the
activity of the enzymes SOD and APX, the latter being dependent on Vitamin C.

Glutathione (GSH) is necessary to maintain a normal state in the cells and to compensate for the
harmful effects of stress. It can remove 102, H202 and the hydroxyl radical. GSH is the substrate for
glutathione S-transferase and it plays an important role in the detoxification of dehydroascorbate
reductase and xenobiotics. In combination with its oxidized form, glutathione maintains a redox
balance in the cells, being important to maintain the redox state under normal or stressful conditions.
When stress increases, the concentration of GSH decreases, oxidizing the redox state [70-72]. Pérez-
Labrada et al. [73] reported an increase in tomato GSH content under salinity with Cu NPs. The
increase was observed in plants with and without salt stress. This is similar to what was found in the
present study, which tells us that the increase in GSH may be due to NPs. One of the forms of action of
the NPs is the stimulation and modulation of ROS [74]. Moreover, silicon improves the activity of
glutathione reductase, an enzyme involved in the GSH recovery cycle, which can improve the levels of
this compound [61].

There are different types of carotenoids in plants, such as -carotene and [-cryptoxanthin, and
non-provitamin A carotenoids, such as lutein and lycopene [75]. They are lipophilic organic
compounds found in chloroplasts that perform many functions in plant metabolism, including a role
in tolerance to oxidative stress. Carotenoids have different functions as light energy collectors and
chlorophyll and O triplet extinguishers, and are essential elements of the xanthophyll cycle, among
others [76]. In this work, a clear trend in the behavior of 3-carotene was not observed, since an increase
was shown in both forms of silicon with and without salinity, even by NaCl alone, which may indicate
that all treatments induce this compound, which may allow for more stress tolerance.

The antioxidant enzymes through various chemical reactions eliminate intracellular ROS from
organs, such as chloroplast, cytosol, apoplast, peroxisomes and mitochondria [77,78]. Prolonged
salinity stress causes oxidative stress, generating ROS harmful to biomolecules, such as proteins,
nucleic acids and membrane lipids. [79]. One reaction to protect against excessive Na ion growth in
tissues is to improve the activity of antioxidant enzymes [80]. SOD acts as the first line of defense
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against ROS, catalyzing the conversion of the superoxide or singlet oxygen radical into hydrogen
peroxide (which is less harmful) and molecular oxygen [81]. It is one of the most important enzymes in
the defense system against oxidative stress and is found in all the cells of the plant. The increase in
SOD activity at the cellular level, when there is environmental stress, is a clear indicator of its function
in the defense system in charge of neutralizing oxidative stress [52]. CAT plays an important role in the
defense system of plants against oxidative stress. CAT plays a positive role by cooperating with SOD
to eliminate ROS, degrading H>O: into water and oxygen [82]. Similarly, APX transforms H2O: into
H20 using ascorbate as a hydrogen donor, producing monodehydroascorbate, which is found in
various cellular compartments. It is the key enzyme to remove hydrogen peroxide in the chloroplast
and cytosol from plant cells [83]. GPX is a class of enzymes in the antioxidant defense system that
catalyzes reactions in the ascorbate—glutathione cycle, contributing to the elimination of ROS and using
glutathione as a reducing agent from H:0: to H20 through processes mediated by a thiol group
independent of ascorbate [84,85]. The activities of glutathione reductase (GR) and GPX maintain a
balanced state of reduced glutathione/glutathione oxidized (GSH/GSSG) [86]. An increase in the
activity of enzymes, such as SOD, APX and GPX, has been reported in plants with the application of Si
in dill, barley, cucumber and tomato plants [87-90]. PAL catalyzes the non-oxidative deamination of L-
phenylalanine to form trans-cinnamic acid and a free ammonium ion. The conversion of phenylalanine
into transcinamic acid is the step to channel the carbon input from primary metabolism to secondary
phenylpropanoid metabolism. Its importance in metabolism is due to the large amounts of
phenylpropanoid products found in plants [91]. The general metabolism of phenylpropanoid
generates an enormous variety of secondary metabolites, and phenylpropanoids contribute to the
responses to biotic and abiotic factors [92]. PAL catalyzes the velocity-determining step in the
phenopropanoid pathway responsible for phenolic compounds [93]. PAL activity mediates the
discouragement of phenylalanine and, together with trans-cinnamic acid, they are precursors of
phenolic compounds, such as lignin [94]. Lignin is a complex mixture of phenolic compounds and is
essential in the structure of the vascular cell wall and the mechanical support of the plant and water
transport [95]. Silicon regulates the expression of many genes, including the activity of enzymes such
as PAL, although there is still no clarity on the specific mechanisms [67]. Furthermore, silicon, by
improving the ascorbic acid-glutathione cycle and improving the activity of enzymes related to it,
significantly improves the activity of antioxidant enzymes, such as APX and GPX [61]. The increase in
SOD enzyme activity may be related to the fact that silicon positively regulates the expression of
mRNA [Cu=Zn] SOD [96]. Nazaralian et al. [67] found a increment of 60% PAL by the application of
sodium silicate and Si NPs in fenugreek.

There are different methods to measure antioxidant capacity —the two most used are ABTS (2,2'-
azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) [97]. The
total antioxidant activity in tomato is commonly classified as hydrophilic and lipophilic. Hydrophilic
compounds are mainly phenolic compounds and Vitamin C, comprising 83% of the total antioxidant
activity, while lipophilic compounds are conferred by carotenoids, Vitamin E and lipophilic phenols,
comprising 17% of total antioxidant capacity [98]. No clear trend was observed in the ABTS radical, in
which a greater antioxidant activity was observed in the control. However, for the DPPH radical, an
increase in antioxidant capacity was observed by K2SiOs. That being said, it is clear that the application
of silicon in both forms can influence the antioxidant capacity of tomato plants by modifying the
different enzymatic and non-enzymatic antioxidants.

The pH was kept between 4 and 4.5; its changes are due to the transformation of organic acids
into simple sugars [24]. Costan et al. [99] point out that the titratable acidity of tomato fruit increases
when there is saline stress; however, in the present work this does not happen. A clear trend is not
observed, nor is an effect marked either by salinity or the application of treatments. Salinity causes an
increase in the osmotic potential of plants, causing a reduction in water absorption and a decrease in
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water flux into the fruit [43]. This causes an increase in the concentration of TSS and an accumulation
of solutes and organic molecules typically generated in plants under salt stress [100]. In tomato fruits
under salinity, Sakamoto et al. [43] reported less water in the fruit and a higher dry weight, thus
modifying the firmness of the fruit, since an increase in firmness was observed in the fruits that were
under stress due to salinity.

5. Conclusions

The application of SiO2 NPs at 500 mg L had positive effects on the plants that were not subjected
to salt stress, increasing the weight of the fruits and, therefore, increasing the fruit yield. In addition,
the concentration of chlorophylls, phenols, GSH and GPX activity was increased. In plants subjected to
salt stress, the application of SiO2 NPs helped to maintain the concentration of chlorophylls and the
content of GSH, PAL and Vitamin C. In addition to this, the application helped to maintain fruit size
and fruit quality.

The results showed that the application of silicon in both forms (5iO2 NPs and K:SiOs) induced
positive responses in tomato plants under salt stress. However, SiO2 NPs showed more favorable
results in tomato plants under this stress condition.
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Resumen

El pepino es una hortaliza que se cultiva alrededor del mundo. Se ha encontrado que
el pepino tiene una capacidad relativamente alta para acumular silicio (Si). El Si
puede ser un componente estructural y participar en muchos procesos fisiolégicos,
asi como brindar proteccion contra algin tipo de estrés. Por su parte las
nanoparticulas (NPs) de Sipueden aumentar el crecimiento de las plantas y mejorar
las caracteristicas a nivel bioquimico. Por esta razon, el objetivo del presente estudio
fue determinar el efecto del silicio en forma de K,SiO3 y de nanoparticulas de diéxido
de silicio en el rendimiento y actividad antioxidante de plantas de pepino. Se
determinaron el contenido de clorofilas, rendimiento, compuestos antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos, capacidad antioxidante por los radicales ABTS y
DPPH, y la calidad de fruto. Se encontrd que la aplicacion de NPs de SiO, mejoro el
rendimiento de las plantas, el contenido de clorofilas. Se mejoroé la actividad de APX
y GPX, el contenido de compuestos antioxidantes como los flavonoides, y la
capacidad antioxidante. Se incrementd la calidad de los frutos y la firmeza, esta
tltima muy importante ya que mejorara el tiempo de anaquel de los frutos. La
aplicacion de silicio en forma de nanoparticulas impacta positivamente en el cultivo

de pepino.

Palabras clave : nanotecnologia, bioestimulacion, estrés oxidativo, compuestos

bioactivos.
Abstract

Cucumber is a vegetable that is grown around the world. Cucumber has been found
to have a relatively high capacity to accumulate silicon (Si). Si can be a structural
component and participate in many physiological processes, as well as provide
protection against some type of stress. On the other hand, the nanoparticles (NPs) of
Si can increase the growth of plants and improve the characteristics at the
biochemical level. For this reason, the objective of the present study was to determine
the effect of silicon in the form of K,SiO3; and of silicon dioxide nanoparticles on the

performance and antioxidant activity of cucumber plants. The chlorophyll content,
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yield, enzymatic and non-enzymatic antioxidant compounds, antioxidant capacity by
radicals ABTS and DPPH, and fruit quality were determined. It was found that the
application of SiO, NPs improved the performance of the plants, the chlorophyll
content. The activity of APX and GPX, the content of antioxidant compounds such as
flavonoids, and the antioxidant capacity were improved. The quality of the fruits and
the firmness were increased, the latter very important as it improved the shelf life of
the fruits. The application of silicon in the form of nanoparticles has a positive impact

on cucumber cultivation.

Keywords : nanotechnology, biostimulation, oxidative stress, bioactive compounds.

INTRODUCCION

El pepino es una hortaliza que se cultiva alrededor del mundo, los frutos se
consideran una buena fuente de minerales y vitaminas, se pueden consumir de
forma fresca o como encurtidos (Sarhan & Ismael, 2014). Se ha encontrado que el
pepino tiene una capacidad relativamente alta para acumular silicio (Si) (Sun et al.,
2017). El Si es el segundo elemento mas abundante en la litosfera (27.7%), solo
detras del oxigeno (O,) (47,4%) (Epstein, 2009). A pesar de ser el segundo elemento
mas abundante en la litosfera, combinandose con el O, forma silicatos insolubles en
agua. La forma mas abundante de Si en la corteza terrestre e intemperiza tan lento
gue no es una fuente apreciable de Si (Exley, 1998). El Si puede ser un componente
estructural y participar en muchos procesos fisioldgicos, asi como brindar proteccion
contra estimulos externos (Tripathi, Kumar, Pathak, Chauhan, & Rai, 2012). En forma
de nanoparticulas (NPs), el Si aumentan el crecimiento de las plantas (Yuvakkumar,
Elango, Rajendran, Kannan, & Prabu, 2011). Ademas mejora la acumulacion
aminoacidos libres, contenido de nutrientes, proteinas, componentes fendlicos, acido
ascorbico, a-tocoferol, clorofila, mejora el intercambio de gases y eficiencia
energética (Farhangi-Abriz & Torabian, 2018; Suriyaprabha et al., 2012; Xie, Li, Tao,
Zhang, & Zhang, 2012). También tiene un efecto en la actividad enzimatica

generando un aumento en la activad de enzimas antioxidantes como SOD, CAT,
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POX, APX (Farhangi-Abriz & Torabian, 2018; Gowayed, Al-Zahrani, & Metwali,
2017). Por esta razon, el objetivo del presente estudio fue determinar el efecto del Si
en forma iénica y NPs de Si en el rendimiento y actividad antioxidante de plantas de

pepino.

MATERIALES Y METODOS
Desarrollo del cultivo

Para el experimento se establecié un cultivo de pepino variedad “Vitaly” (Syngenta,
Basilea, Suiza) de tipo slicer, bajo condiciones de invernadero. Se realizé la siembra
en bolsas de polietileno con una capacidad de 4 L, con una mezcla de perlita:peat
moss (1:1), con un sistema de riego dirigido con ayuda de goteros. La nutricion del
cultivo fue con solucion Steiner (Steiner, 1961). Se usaron los siguientes
micronutrientes en forma quelatada usando EDTA (2,2°,2"",2"""-[Ethane-1,2-
diyldinitrilo] tetraacetic acid)/Fe EDTA = 3.75 mg L-1; Mn EDTA =1.85 mg L-1,
B=0.35 mg L-1; Zn EDTA = 0.30 mg L-1; Cu EDTA = 0.15 mg L-1; Mo = 0.10 mg
L-1, El pH de la solucion fue ajustado a 6.5 con &cido sulfdrico cada vez que se

preparo.

Se tomaron muestras de hojas jovenes (a los 64 dias después de la germinacion)
totalmente desarrolladas, que fueron colocadas en un ultra congelador a -87° C, para
posteriormente liofilizarlas en un liofilizador (liofilizadora Yamato Scientific Co. Ltd.,
Model D401, Santa Clara, CA, USA), una vez liofilizadas se molieron con un mortero

de porcelana, con esta muestra se realizaron a cabo las variables bioquimicas.

Se seleccionaron pepinos del mismo tamafio que no tuvieran dafio a los 64 dias
después de la germinacion. Se seleccionaron seis frutos por tratamiento de
aproximadamente 25 cm, que no tuvieran dafos fisicos cada uno de diferente planta,

se lavaron y fueron usados inmediatamente para las variables de calidad.

Aplicacion de los tratamientos



50

Se aplicaron diferentes dosis de silicato de potasio (K,SiOs) (125, 250, 500 mg L'} y
de nanoparticulas de diéxido de silicio (SiO, NPs) (125, 250, 500 mg L™) se aplicaron
a los 15 dias después de la emergencia, aplicandose en forma foliar con ayuda de un
aspersor cada 15 dias, aplicando un total de 1L por tratamiento durante todo el ciclo.
Las SiO, NPs tuvieron un tamafio de 10-20 nm, con una morfologia esférica, una
area de superficie de 160 m? g y una densidad aparente de 0.08-0.1 g cm™
(SkySpring Nanomaterials Inc., Houston, TX, USA). Estas fueron puestas en solucion
y dispersadas con agrex (Agroenzymas, Tlalnepantla, Edo. de México), el silicato de
potasio (K;SiO3) fue de un producto comercial ARMOR SI (General Hydroponics,
Santa Rosa, Ca.).

Calidad de fruto

Los pardmetros que describen la calidad del fruto como lo son potencial de hidrogeno
(pH), solidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT) y firmeza fueron

determinadas como lo describe Lopez-Vargas et al. (Lopez-Vargas et al., 2018).
Andlisis bioquimico

Para actividad enzimatica, compuestos antioxidantes, se pesaron 200 mg de muestra
junto a 20 mg de polivinilpirrolidona. Se agregaron 1.5 mL de buffer de fosfatos con
un pH de 7-7.2 (0.1 M), se colocé en vortex y se microcentrifugo a 12,000 rpm por 10
min a 4 °C, el sobrenadante se filtr6 con una membrana de nylon. Con este extracto
se realiz0; Catalasa, ascorbato peroxidasa, fenilalanina amonio liasa, glutation
peroxidasa, superoxido dismutasa, proteinas totales, glutation reducido y capacidad

antioxidante para compuestos hidrofilicos.

La cuantificacién de proteinas totales (mg g* DW) se realiz6 usando la técnica
colorimétrica de Bradford's (Bradford, 1976). En una microplaca, se colocaron 5 pL
del extracto y 250 puL de reactivo de Bradford en cada pocillo. La mezcla se incubo
por 10 min a temperatura ambiente (26 °C), para después leerlo a una longitud de
onda de 630 nm en un lector de microplaca (Allsheng, AMR-100 model, Hangzhou,
China).
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Glutation reducido (mmol 100 g* DW) se determiné usando el método de Xue et
al.(Xue, Hartikainen, & Piironen, 2001). Por la reaccién de 5,5-dithio-bis-2 acido
nitrobenzoico (DTNB). Se colocé en un tubo 480 pL de extracto, 2200 pL de fosfato
de sodio dibasico (Na2HPO4 a 0.32 M), 320 pL de colorante DTNB (1mM). La
mezcla se leyé a 412 nm en un espectrofotometro UV-Vis (JENWAY, 6700, OSA,

UK), con una celdilla de cuarzo.

Los fenoles totales (mg EGA 100 g™* DW) se determinaron de acuerdo con la
metodologia de Singleton et al. (Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventos, 1999) La
muestra (0,2 g) se extrajo con 1 ml de una solucion de agua: acetona (1: 1). La
mezcla se sometié a vértice durante 30 s. Los tubos se centrifugaron (centrifuga
Thermo Scientific Mod. ST 16R, Langenselbold, Alemania) a 17.500 x g durante 10
minutos a 4 ° C. En un tubo de ensayo, se agregaron 50 pL del sobrenadante, 200
WL del reactivo Folin-Ciocalteu, 500 yL de carbonato de sodio al 20% (Na,CO3) y 5
mL de agua destilada y luego se agitd en vortex durante 30 s. Las muestras se
colocaron en un bafio de agua a 45 ° C durante 30 min. Finalmente, la lectura se
tomé a una absorbancia de 750 nm utilizando una celda de plastico en un
espectrofotbmetro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, modelo G10S, Waltham, MA,
EE. UU.). Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de &cido galico

por 100 g de peso seco.

La cuantificacién de los flavonoides (mg EQ 100 g™* DW). Se realizé utilizando el
método de Dowd adaptado por Arvouet-Grand et al. (Arvouet-Grand, Vennat,
Pourrat, & Legret, 1994) Para la extraccion, se colocaron 100 mg de tejido liofilizado
en un tubo de ensayo, donde se afiadieron 10 ml de metanol de grado reactivo y se
agitd durante 30 s hasta que la mezcla se homogeneizé. La mezcla se filtr6 usando
papel Whatman No. 1. Para la cuantificacion, se afiadieron 2 ml del extracto y 2 ml
de solucion metandlica de tricloruro de aluminio (AICI3) al 2% en un tubo de ensayo y
se dejo reposar durante 20 minutos en la oscuridad. La lectura se tomd en un
espectrofotbmetro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, modelo G10S, MA, EE. UU.) A

una longitud de onda de 415 nm utilizando una celda de cuarzo. El contenido de
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flavonoides se expres6 en miligramos equivalentes de quercetina por 100 g de peso
seco

La actividad enzimatica de la catalasa (QE 1.11.1.6) se cuantific6 mediante el
meétodo espectrofotométrico utilizado por Dhindsa et al. (Dhindsa, Plumb-dhindsa, &
Thorpe, 1981). La medicion se llevé a cabo en dos pasos (en el tiempo 0 (TO) y en el
tiempo 1 (T1)). ATO, 100 pL de extracto y 1 mL de H,O, (100 mM) a un tubo de 2 mL
y se agitaron durante 30 s. La absorbancia se midié luego en un espectrofotometro
UV-Vis (JENWAY, 6700, OSA, UK) Con una celdilla de cuarzo a 270 nm. En T1, se
agregaron 100 pL de extracto y 1 mL de H,O, (100 puL) y se agitaron durante 1 miny
se midié la absorbancia mediante un espectrofotbmetro UV-Vis (JENWAY, 6700,
OSA, UK) Con una celdilla de cuarzo a 270 nm. La determinacion de la catalasa se
basa en la cuantificacion de la tasa de oxidacion de H,O, por diferencia de
absorbancia (TO — T1).

La medicion de la actividad enzimatica de la ascorbato peroxidasa se realizd de
acuerdo con lo establecido por Nakano y Asada (Nakano & Asada, 1987). La
medicidn se realizé en dos momentos (en el tiempo 0 (TO) y en el tiempo 1 (T1)). En
TO, se colocd una mezcla de 100 pL de extracto, 500 L de ascorbato (10 mg L™), 1
ml de H,O, (100 mM) en un tubo de ensayo y luego se sometieron a vortice. por 30 s.
La absorbancia se midi6 en un espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific,
modelo G10S, MA, EE. UU.) A 266 nm con una celda de cuarzo. En T1, se afiadieron
100 pL de extracto, 500 L de ascorbato (10 mg L™) y 1 ml de H,O, (100 mM) a la
mezcla anterior y se agité en vértex durante 1 minuto a una temperatura de 26 ° C. y
se midio la absorbancia. La determinacion de la ascorbato peroxidasa se basa en la
cuantificacion de la velocidad de oxidacién del ascorbato por medio de la diferencia
de absorbancia (TO - T1). La actividad enzimatica se expres6 como U por proteinas
totales (mg g™*), donde U es igual a pmol QE de ascorbato oxidado por mililitro por

minuto.

La enzima glutation peroxidasa (QE 1.11.1.9) se determind con el método modificado
por Flohé y Gunzler (Flohé & Ginzler, 1984) y adaptado por Xue et al. (Xue et al.,
2001) utilizando H,0O, como sustrato. Una mezcla de 200 uL de extracto, 400 uL de
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GSH (0.1 mM) y 200 uL de Na,HPO,4 (0.067 M) se colocaron en un tubo de ensayo.
La mezcla se precalentdé en un bafio de agua a 25 ° C durante 5 minutos, luego se
agregaron 200 uL de H,0O, (1.3 mM) para comenzar la reaccion catalitica durante 10
minutos a una temperatura de 26 ° C. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 1
ml de acido tricloroacético al 1%. La mezcla se colocé en un bafio de hielo durante
30 minutos y luego se centrifug6 a 1008 x g durante 10 minutos a 4°C. Para evaluar
la glutation peroxidasa, 480 pL del sobrenadante, 2.2 mL de Na,HPO, (0.32 M) y 320
ML de colorante de &acido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB) de 1 mM se colocaron
en un tubo de ensayo. La absorbancia se midié6 mediante un espectrofotometro UV-
Vis (Thermo Fisher Scientific, modelo G10S, MA, EE. UU.) A 412 nm con una celda
de cuarzo. Los resultados se expresan en U por proteinas totales (mg g™*), donde U

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

La actividad de la fenilalanina amoniaco liasa (PAL) (QE 4.3.1.5) se determiné de
acuerdo con (Syklowska-Baranek et al., 2012), con modificaciones. Se tomé un total
de 0.1 mL de extracto enzimatico y se agregaron 0,9 mL de L-fenilalanina (6 mM).
Después de 30 minutos de incubacion a 40 °C, la reaccion se detuvo con 0.25 ml de
HCI 5N. Las muestras se colocaron en un bafio de hielo y se agregaron 5 ml de agua
destilada. La absorbancia se determindé a 290 nm en un espectrofotometro UV-Vis
(JENWAY, 6700, OSA, UK).

Para la determinacién de la actividad antioxidante con el radical ABTS [2,2"-azino-bis
(acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)] que se basa en la decoloracién del cation
radical ABTS (Re, Pellegrini, Proteggente, & Pannala, 1999). Este radical se obtuvo
de la reaccion de ABTS a 7 mM con persulfato de potasio a 2.45 mM (1: 1) en la
oscuridad a 26 ° C durante 16 h, y luego se diluyd con etanol al 20% para obtener
una absorbancia de 0.7 + 0.01 a 754 nm. Luego, para determinar la capacidad
antioxidante en los compuestos hidrofilicos, se colocaron en una celdilla de cuarzo
40 pL de extracto y 1960 pL de la dilucion de radicales ABTS (7 mM) y se agitaron
durante 5 segundos, y luego se dejaron reposar durante 7 minutos en la oscuridad.
La absorbancia se midié con espectrofotometro UV-Vis (JENWAY, 6700, OSA, UK) a

una longitud de onda de 750 nm. El blanco se preparé con etanol. Para la
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determinacion del mismo en compuestos lipofilicos, la extraccion se realizé con una
solucion de hexano: acetona. Los resultados se expresan como equivalentes de

Trolox en pmol por gramo de peso seco (umol g~* DW).

Para la determinacion de la actividad antioxidante del radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Brand-Williams et
al. (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995), con algunas modificaciones. La
solucion madre se preparé mezclando 2.5 mg del radical DPPH con 100 ml de
metanol. La absorbancia de la solucion se ajusté a 0.7 £ 0.02 a 515 nm utilizando un
espectrofotbmetro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, modelo G10S, Waltham, MA,
EE. UU.). Después de esto, para los compuestos hidrofilicos, se tomaron 10 pL de
extracto obtenido con tampon fosfato, y se agregaron 390 pL del radical DPPH
diluido. ElI metanol se utiliz6 como blanco. La disminucion de la absorbancia a 515
nm se midio después de 30 min. Para la determinacién del mismo en compuestos
lipofilicos, la extraccion se realiz6 con una solucion de hexano: acetona. Los
resultados se expresan como equivalentes de Trolox en pmol por gramo de peso

seco (umol g* DW)
Analisis estadisticos

Las variables de rendimiento se evaluaron mediante 10 repeticiones por tratamiento,
considerandose una planta como unidad experimental. Para las variables de
pigmentos fotosintéticos, antioxidantes no enziméaticos, actividad enzimatica y
capacidad antioxidante se utilizaron seis réplicas por tratamiento. Para cada una de
las variables bioquimicas evaluadas se utilizaron seis réplicas por tratamiento. Se
utilizé un disefio completamente al azar. Se realizé un andlisis de varianza y la
prueba de medias de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher (a = 0,05).
Todos los procedimientos estadisticos se realizaron utilizando el software Infostat

2018 (http://www.infostat.com.ar).
RESULTADOS Y DISCUSION

Se observaron diferencias en el contenido de clorofila, asi como en el nimero de

frutos y peso total por planta (Tabla 1). El tratamiento NSi 500 mostro un mayor
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contenido de clorofila a, b y total con un contenido 48.9, 40.1 y 44.2%
respectivamente mayor que el control. La clorofila captura y transmite energia
luminosa, el primer paso en la fotosintesis, la fotosintesis incluye muchos procesos
bioquimicos y fisiolégicos, como la captura de luz, asimilacion de carbono y
transferencia de electrones, la clorofila a y b son importantes pigmentos fotosintéticos
en los cloroplastos, relacionados directamente con el proceso de asimilacion
fotosintética (Song et al., 2020). El Si se puede integrar a ciclos como el de Calvin,
pentosa fosfato y acido tricarboxilico, estimulando la formacion de proteinas
relacionadas con la fotosintesis (Soundararajan, Manivannan, Ko, & Jeong, 2018).
Ocasionando un aumento en las clorofilas sobre todo con la aplicacion de Si en
forma de NPs (Kalteh, Alipour, Ashraf, Aliabadi, & Nosratabadi, 2014). La clorofilaa'y
la clorofila b son importantes pigmentos fotosintéticos en los cloroplastos de las
plantas superiores y estan directamente relacionadas con el proceso de asimilacion

fotosintética de los cultivos.

El nimero de frutos y peso total por planta, se vio aumentado por la aplicacion de las
NPs encontrandose un 6.8% mas frutos y un 9.2% rendimiento por planta que el
control. Desde hace muchos afios se sabe que el Si mejora el uso de agua, la
presion de turgencia y el contenido relativo de agua en las plantas (Rawson, Long, &
Munns, 1988). Al mejorar el uso de agua, la concentracion de clorofilas y estimular el
aparato fotosintético, se vio aumentado el nimero de frutos y por consiguiente el

rendimiento por planta.

Tabla 1. Clorofila a, b y total, namero de frutos y rendimiento en plantas de pepino
tratadas con K,SiOzy NPs de SiO,.

Peso
Clorofila a Clorofilab  Clorofila total )
_ N N 1 No. de promedio  Peso total por
Tratamiento (mg 100 g (mg 100 g (mg 100 g

frutos de frutos planta (g)
DW) DW) DW)
(9
Control 396+77 bc 454+122 8514223 bc  12+0.43 39445 a 4939+166 ab
abc abc

Asi 125 297450 bcd 450+74 abc  747+125 bcd 12+0.34 397+7 a 4950+156 ab
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abc
Asi 250 454168 ab 548+75ab 10031122 ab 12+0.44 40816 a 49074168 ab
bc
Asi 500 229459 cd  363+90 bc  593+150 cd  12+0.38 39447 a 5073+153 ab
ab
Nsi 125 432445 ab 556423 ab 089+48 ab  11+0.39  402+10 a 46841241 b
c
Nsi 250 590+123a  637+123a  1227+239a 12+0.35 39316 a 4989+149 ab
abc
Nsi 500 176+42 d 272460 c 448+102 d 13+0.35 40315 a 5396+166 a
a

Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
diferencia minima significativa de Fisher (a = 0.05). Asil25, Asi250, Asi500: K,SiO; a 125, 250 y 500
mg L. Nsi125, Nsi250, Nsi500: NPs de SiO, a 125, 250 y 500 mg L™,

Se observaron diferencias en el contenido de fenoles, flavonoides y glutation. El
mayor contenido de fenoles se observo en el tratamiento control y en el tratamiento
Asi 500. El contenido de flavonoides se vio aumentado en el tratamiento Asi 125
siendo con una concentracion 47.6% mayor que el control. Los flavonoides
pertenecen a los compuestos fendlicos, son compuestos que contribuyen a la
formacion del color y la reproduccion de la planta al atraer polinizadores, afectan la
germinacion del polen y el crecimiento del tubo, tienen actividad antioxidante,
desempefiando un papel de moléculas de sefalizacion o protector contra especies

reactivas de oxigeno (Ashraf, 2009; Samanta, Das, & Das, 2011).

El contenido de glutation se vio afectado de manera negativa mostrando una
disminucion en todos los tratamientos y teniendo la mayor concentracion en el

tratamiento control.

Tabla 2. Antioxidantes no enziméticos en hojas de pepino tratadas con K,SiOzy NPs
SiO..

Fenoles (mg Flavonoides (mg Glutation (mmol 100 g’

Tratamiento 1 1 1
EGA 100 g EQ 100 g~ DW) DW)
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DW)

Control 0.33+0.07 a 2.92+0.27 b 79.2614.71 a
Asi 125 0.22+0.05ab  4.31#0.40 a 60.59+5.66 b
Asi 250 0.12+0.06 b 3.1740.36 b 74.86+3.61 ab
Asi 500 0.35+0.07 a 3.42+0.76 ab 67.42+12.74 ab
Nsi 125 0.14+0.04 b 2.91+0.26 b 59.73+6.25 b
Nsi 250 0.25+0.05ab  3.17+0.22 b 61.09+6.64 b
Nsi 500 0.18+0.03ab  3.41+0.36ab 62.04+7.85 b

Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
diferencia minima significativa de Fisher (a = 0.05). Asil25, Asi250, Asi500: K,SiO; a 125, 250 y 500
mg L™. Nsi125, Nsi250, Nsi500: NP de SiO, a 125, 250 y 500 mg L™.

Se observaron diferencias en la actividad antioxidante hidrofilica, lipofilica y total para
el radical ABTS en hoja y fruto (Tabla 3). En la hoja para los compuestos hidroflicos
la mayor capacidad se encontré en el tratamiento control y el tratamiento Asi 250,
este tratamiento mostré al igual un mayor activad antioxidante en los compuestos
lipofilicos y total 14 y 2.7% mayor que el control. En los compuestos lipofilicos la
aplicacion de NPs mostré6 un aumento en la capacidad al igual que el tratamiento
Asi250 con una actividad 10.9, 12 y 10.8% mayor que el control en los tratamientos
Nsi 125, Nsi 250 y Nsi 500 respectivamente. En la actividad antioxidante en fruto
para los compuestos hidrofilicos la mayor actividad se encontré en los tratamientos
Asi 250 y Nsi 500 siendo estos 111 y 110% superiores al control. Mientras que en los
compuestos lipofilicos los tratamientos control Asi 500 y Nsi 125 mostraron la mayor
actividad. En la capacidad antioxidante total los tratamientos Asi 125, Nsi 125 y Nsi
500 tuvieron una capacidad antioxidante 32.7, 35.7 y 32.6% mayor que el control. La
actividad antioxidante total se clasifica en hidrofilicas principalmente son compuestos
fendlicos y vitamina C siendo estos un 83% de la capacidad antioxidante total y
lipofilicos que son conferidos por los carotenoides, vitamina E y fenoles lipofilicos,
dando estos un 17% de la capacidad antioxidante total (Kotikovd, Lachman,
Hejtmankova, & Hejtmankova, 2011). Las NPs estan relacionadas con la induccién
de la actividad antioxidante, estimulando la formacion de especies reactivas de
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oxigeno activando el sistema de defensa de las plantas (Fu, Xia, Hwang, Ray, & Yu,

2014).

Tabla 3. Actividad antioxidante por el radical ABTS ABTS [2,2"-azino-bis (acido 3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonico)] de compuestos hidrofilicos (H), lipofilicos (L) y total (T)

en hojas y frutos de pepino tratadas con K,SiOzy NPs de SiO,

Tratamiento ABTS H (umol g™ ABTSL (umol  ABTS T (umol g™*
DW) g' DW) DW)
Control 72.48+4.46 a 27.82+1.02 b 100.29+4.76 ab
Asi 125 61.90+2.15 ab 27.66+0.42 b 89.56+2.18 b
Asi 250 71.2743.98 a 31.73+1.01a 103.00+4.12 a
S Asi500 66.24+3.90 ab 27.31#0.24 b 93.55+3.99 ab
T Nsi 125 59.35+3.51 b 30.87+1.32 a 90.22+3.76 b
Nsi 250 61.88+5.08 ab 31.18+0.64 a 93.06+.4.96 ab
Nsi 500 65.90+4.47 ab 30.83+0.45 a 96.73+4.87 ab
Control 47.97+11.06 e 68.43+2.63 a 115.24+22.25 ¢
Asi 125 91.10+2.36 b 61.85+7.32 ab 152.95+7.72 a
Asi 250 101.24+1.26 a 42.43+2.52 cd 143.36+2.50 ab
% Asi 500 63.28+1.21 d 69.50+12.97 a 134.23+34.69 b
" Nsi12s 89.87+0.87 b 66.54+3.81 a 156.41+4.12 a
Nsi 250 77.10+3.35 ¢ 34.45+0.99 d 110.60+2.21 ¢
Nsi 500 100.77+1.98 a 52.04%2.22 bc 152.82+2.28 a

Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
diferencia minima significativa de Fisher (a = 0.05). Asil25, Asi250, Asi500: K,SiO3 a 125, 250 y 500
mg L™. Nsi125, Nsi250, Nsi500: NPs de SiO, a 125, 250 y 500 mg L™, H: Compuestos hidrofilicos, L:

Compuestos lipofilicos, T: Capacidad antioxidante total.

No se observaron diferencias en la actividad antioxidante de la hoja en compuestos

hidrofilicos, lipofilicos y total con el radical DPPH. En el fruto se observaron

diferencias en compuestos hidrofilicos, llipofilicos y total. Encontrandose la mayor

actividad en el tratamiento control en ambos compuestos y la actividad total. Existen

diferentes métodos para medir la capacidad antioxidante, los dos mas usados son
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ABTS (2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) y DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) (Vinha et al., 2014). Los métodos se basan en diferentes mecanismos
(Marecek et al., 2017). La ventaja del radical ABTS es su alta reactividad, (es
probable que reaccione con una gama mas amplia de antioxidantes). Sin embargo su
preparacion es mas dificil y su estabilidad es menor en comparacion con el DPPH
(Pavel Stratil, Bofivoj Klejdus, & Kuban*, 2006). Por su parte el método DPPH
debido a la menor reactividad proporciona valores méas bajos relacionados con Trolox
(Marecek et al., 2017). Reacciona con los polifenoles (catequinas, proantocianidinas),
pero no con los acidos fendlicos y los azucares (Kaneda, Kobayashi, ..., & 1995,
1995). Por lo que los espectros determinado por los dos métodos en parte son
diferentes (Marecek et al., 2017). Esto puede explicar por qué las diferencias entre
los resultados, ya que la actividad antioxidante por el radical DPPH no se vio
afectada por los tratamientos y en el radical ABTS se encontré un aumento con la

aplicacion de NPs de Si.

Tabla 4. Actividad antioxidante por el radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) en
hojas y frutos de pepino tratadas tratadas con K;SiO3zy NPs de SiO,

DPPH H (umol g'1 DPPH L (umol DPPH T (umol g’1

Tratamiento

DW)

g~ DW)

DW)

Control 154.11+10.40 a 171.90+4.77 a 451.23+10.96 a
Asi 125 162.92+14.61 a 175.34+4.77 a 460.04+17.08 a
Asi 250 128.09+24.24 a 169.27+£3.89 a 425.20+27.62 a
% Asi 500 170.92+12.74 a 169.22+6.12 a 467.53+14.69 a
* Nsi 125 166.07+20.62 a 177.57+3.00 a 463.19+18.94 a
Nsi 250 170.59+16.19 a 172.42+8.75 a 429.49+20.62 a
Nsi 500 170.59+16.19 a 168.36+3.56 a 467.70+15.08 a
Control 214.46+4.82 a 193.01+9.48 a 407.47+11.43 a
Asi 125 191.12+6.54 b 173.8415.17 ab 364.97+5.59 b
% Asi 250 209.08+7.92 ab 173.10+£3.67 b 382.1846.79 ab
t Asi 500 194.44+4.17 ab 177.28+4.59 ab 371.7245.64 b

Nsi 125

192.95+6.86 b

170.53+5.99 b

363.48+3.75 b
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Nsi 250 200.67+8.00 ab 177.62+7.62 ab 378.29+12.70 b
Nsi 500 202.90+9.59 ab 185.2348.81 ab 388.13+15.58 ab

Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
diferencia minima significativa de Fisher (a = 0.05). Asi125, Asi250, Asi500: K,SiO3; a 125, 250 y 500
mg L™. Nsi125, Nsi250, Nsi500: NPs de SiO, a 125, 250 y 500 mg L?, H: Compuestos hidrofilicos, L:

Compuestos lipofilicos, T: Capacidad antioxidante total.

Se observaron diferencias en la actividad enzimatica de APX y GPX (Tabla 5). En la
enzima APX se vio aumentada por la aplicacion del Si en NPs observando la mayor
actividad en los tratamientos Nsi 125 y Nsi 250 con una actividad 100 y 99.5% mayor
que el control. En la enzima GPX la mayor actividad enzimética en los tratamientos
control y Nsi 250. La enzima APX transforma el H,O, en H,O usando ascorbato
como donante de hidrogeno produciendo monodehidroascorbato, este se encuentra
en varios compartimientos celulares. Es una enzima clave para eliminar el H,O; en el
citosol y cloroplastos de las células (Asada, 2000). Al usar ascorbato como donante
es dependiente de la vit C. De manera similar el GPX actlia en el sistema de defensa
antioxidante que cataliza reacciones en el ciclo ascorbato-glutation contribuyendo a
la eliminacion de ROS, utilizando glutation como agente reductor de H,O, a H,O a
traveés de procesos mediados por un grupo tiol e independientes del ascorbato. (Gill
& Tuteja, 2010; Hossain & Dietz, 2016). La aplicacion de Si ha reportado un aumento
en la actividad de enzimas como la APX y GPX en plantas con la aplicacion de Si en
platas de eneldo, cebada, pepino y tomate (Al-aghabary, Zhu, & Shi, 2004; Liang,
Chen, Liu, Zhang, & Ding, 2003; Shekari, Abbasi, & Mustafavi, 2017; Zhu, Wei, Li,
Qian, & Yu, 2004).

Tabla 5. Actividad de enzimas antioxidantes y contenido de proteinas en hojas

pepino tratadas con K,SiO3y NPs SiO..

4 4 1 , Proteinas
_ APX (Ug CAT(Ug GPX(Ug PAL (Ug 4
Tratamiento (mgg
PT) PT) PT) PT)
DW)
Control 58.74+15.34 50.34+14.45 370.64+10.72 50.34%+14.45 8.03%1.71

ab a a a a
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Asi 125 44.99+8.44 b 57.21+20.54 288.18+21.20 57.21+20. 6.93+0.43
a ab 54 a a
Asi 250 098.25+28.76 57.87+10.08 185.94+19.17 57.87+10.08 7.80+0.50
ab a b a a
Asi 500 64.63+24.50 53.12+10.90 330.03+15.05 53.12+10.90 7.23+0.41
ab a ab a a
Nsi 125 117.67+19.54 43.95%£13.49 213.61+22.13 43.95+13.49 7.84+1.01
a a b a
Nsi 250 117.23+34.78 88.42+21.49 381.75+49.65 88.42+21.49 6.06+0.87
a a a a a
Nsi 500 100.28+25.93 56.53+16.22 190.19+30.92 56.12+16.22 7.69+1.21
ab a bc a a

Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
diferencia minima significativa de Fisher (a = 0.05). Asil25, Asi250, Asi500: K,SiO5; a 125, 250 y 500
mg L™. Nsi125, Nsi250, Nsi500: NPs de SiO, a 125, 250 y 500 mg L™.

Se observaron diferencias en la concentracion de flavonoides (Tabla 6),

encontrandose la mayor concentracion en el tratamiento Nsi 125 con una
concentracion 26.7% mayor que el tratamiento control. Los flavonoides al tener
actividad antioxidante, desempefiando un papel de moléculas de sefalizacion o
protector contra especies reactivas de oxigeno (Ashraf, 2009; Samanta et al., 2011).
Las NPs pueden estimular la formacion de especies reactivas de oxigeno (Fu et al.,
2014), aumentando de esta forma la concentracion de flavonoides en los frutos, esto
es positivo para el consumidor ya que se le atribuyen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antimutagénicas y anticancerigenas, junto con su capacidad para

modular la funcion clave de la enzimas celulares (Panche, Diwan, & Chandra, 2016).

Tabla 6. Compuestos antioxidantes no enzimaticos en frutos de pepino tratados con
KzSIOgy NPs de SIOZ

Fenoles (mg EGA
100 g~* DW)

Flavonoides (mg EQ Glutatiéon (mmol 100

Tratamiento o 1
100 g - DW) g~ DW)

Control 0.21+0.01 a 126.20+8.45 b 53.34+7.43 a
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Asi 125 0.21+0.05 a 153.92+11.36 ab 63.47+6.93 a
Asi 250 0.20+0.01 a 128.51+10.47 b 75.41+21.24 a
Asi 500 0.19+0.03 a 133.32+6.14 ab 63.07+4.73 a
Nsi 125 0.23+0.03 a 159.92+5.52 a 66.33+7.38 a
Nsi 250 0.22+0.01 a 153.64+8.51 ab 48.09+6.47 a
Nsi 500 0.28+0.02 a 141.35+15.73 ab 57.43+8.11 a

Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
diferencia minima significativa de Fisher (a = 0.05). Asi125, Asi250, Asi500: K,SiO3z a 125, 250 y 500
mg L. Nsi125, Nsi250, Nsi500: NPs de SiO, a 125, 250 y 500 mg L.

Se observaron diferencias en las variables SST, acidez titulable y firmeza (Tabla 7).
El contenido de SST se vieron aumentados por la aplicacion del Si teniéndose la
mayor concentracién en el tratamiento Asi 125 con una concentracion 8.5% mayor
que el control. Este aumento mejora la calidad de los frutos ya que la acumulacion
de azucares en frutas no climatéricas se asocia con el desarrollo de una calidad

optima para el consumo(Wills, R.; McGlasson, B..; Graham, D.; Jo, 1998)

La acidez titulable mostro un aumento con la aplicaciéon de Si en forma de NPs
teniendo la mayor acidez en los tratamientos Nsi 250 y Nsi 500 con una acidez 20%
mayor que el control. Estos acidos sirven como reserva de energia y participan en
reacciones metabdlicas para la sintesis de pigmentos, enzimas y otros materiales y
la degradacion de pectinas y celulosas que son esenciales para los procesos de
maduracion (Ghasemnezhad, Sherafati, & Payvast, 2011).

La firmeza de los frutos se vio aumentada por la aplicacion de NPs teniendo una
firmeza 22.2% mayor que el control en el tratamiento Nsi 250. El aumento en la
firmeza de los frutos se pudo deber a que el Si se acumula en la epidermis,
volviéndola mas rigida (Zhang, Wang, Zhang, & Zhang, 2013).

Tabla 7. Calidad de frutos de pepino tratados con K,SiO3zy NPs de SiO,.

Acidez titulable Firmeza (kg m

Tratamiento pH SST (°Brix) %AC. Citri 2)
bAc. Citrico

Control 5.32+0.04 a 2.9340.04 b 0.10+0.009 ab  4.40+0.10 cd
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Asi 125 5.29+0.03 a 3.18+0.16 a 0.12+0.010 ab  5.04+0.19 ab
Asi 250 5.26+0.02 a 3.03+0.03ab  0.11+0.006 ab  4.86+0.25 bc
Asi 500 5.29+0.03 a 3.07+0.03 ab 0.09+0.011 b 4.32+0.09 d
Nsi 125 5.26+0.02 a 3.07#0.03ab  0.10+0.011 ab 4.62+0.12 bcd
Nsi 250 5.29+0.04 a 3.00+0.03 ab 0.12+0.008 a 5.38+0.29 a
Nsi 500 5.22+0.08 a 3.00£0.02ab  0.12+0.013a 4.41+0.13cd

Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
diferencia minima significativa de Fisher (a = 0.05). Asi125, Asi250, Asi500: K,SiO3z a 125, 250 y 500
mg L. Nsi125, Nsi250, Nsi500: NPs de SiO, a 125, 250 y 500 mg L.

CONCLUSIONES

La aplicacion de NPs de SiO, mejoro el rendimiento, la capacidad antioxidante
(ABTS), la actividad de APX y GPX, y el contenido de compuestos no enziméticos
como los flavonoides. Por su parte, la aplicacion de K,SiOs; mejoro la capacidad
antioxidante en compuestos lipofilicos en hoja, y la capacidad antioxidante total en
hoja y fruto (ABTS), ademas incremento el contenido de SST en los frutos. Ademas,
se incrementd la calidad de los frutos, aumentd la acidez titulable y la firmeza de los
frutos, que potencialmente se puede reflejar en mayor vida de anaquel de los frutos.
La aplicacion de silicio en el cultivo de pepino en forma de NPs de SiO; indujo

mejores resultados que la aplicacion de Si en forma de K,SiO:s.
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CONCLUSIONES GENERALES

La aplicaciéon de NPs de SiO, impacta positivamente en el desarrollo de los cultivos
estudiados, ya que mejoro el rendimiento de frutos tanto en pepino como en el
tomate.

La aplicacibn de NPs de SiO, modific6 la concentracion de compuestos
antioxidantes, aumento la concentracion de flavonoides, asi como la actividad de
ascorbato peroxidasa y glutation peroxidasa en el cultivo de pepino. En el cultivo de
tomate aumento la concentracion de clorofilas, fenoles, glutation y la actividad de
glutation peroxidasa. Por su parte, la aplicacion de K;SiO3 en el cultivo de pepino
mejord la capacidad antioxidante en compuestos lipofilicos de las hojas, y la
capacidad antioxidante total en hojas y frutos (ABTS), y aumentd el contenido de
SST en los frutos. Ademas, incrementé la calidad de los frutos, aumento la acidez
titulable y la firmeza de los frutos, que potencialmente se puede reflejar en mayor
vida de anaquel de los frutos.

En plantas de tomate sin salinidad la aplicacién de K;SiO3; mostré un aumento en los
fenoles y proteinas, asi como un aumento en la actividad de las enzimas ascorbato
peroxidasa y glutation peroxidasa.

En plantas de tomate bajo condiciones de estrés salino la aplicacion de NPs de SiO,
aumento la concentracion de glutation, fenilalanina amonioliasa, vitamina C y logro
mantener el tamafio y calidad de los frutos.

Ambas formas de aplicacion mostraron efectos positivos, sin embargo, las NPs de

SiO, mostraron resultados mejores al K;SiOs.



