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RESUMEN

La baja calidad nutrimental en los alimentos afecta directamente a la salud
humana, principalmente a los paises en via de desarrollo. La nanotecnologia es
una técnica prometedora para reducir los desérdenes alimenticios provocados por
el déficit de micronutrientes, a través de la aplicacion de nanoparticulas para
biofortificar los alimentos. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto de
la aplicacion foliar de nanoparticulas de 6xido de cobre (NPsCuO) en la
morfologia, rendimiento, calidad nutracéutica, actividad enzimética vy
concentracion de Cu en plantas de lechuga. Se utilizé un disefio experimental
completamente al azar con seis tratamientos y cinco repeticiones, los tratamientos
fueron diferentes concentraciones de NPsCuO (0, 5, 10, 15, 20y 25 mg L1). Se
evaluaron variables de fenologia, rendimiento, calidad nutracéutica, actividad
enzimatica y determinacion de cobre. La aplicacion foliar de NPsCuO no afecto el
rendimiento en el cultivo, sin embargo, la dosis de 15 mg L** de NPsCuO mejoro
el contenido de fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante en plantas de
lechuga. La dosis de 15 mg L' de NPsCuO mejoro la actividad de la enzima
peroxidasa. El uso de 25 mg L favorecio la bioacumulacion de Cu en las hojas
de lechuga. La aplicacion foliar de NPsCuO podria ser una alternativa para
incrementar la calidad nutracéutica en plantas de lechuga producidas en el

sistema hidroponico NFT.

Palabras clave: Lactuca sativa L., calidad nutracéutica, actividad enzimética.



SUMMARY

The low nutritional quality of food directly affects human health, mainly in
developing countries. Nanotechnology is a promising technique to reduce eating
disorders caused by micronutrient deficiencies, through the application of
nanoparticles to biofortify foods. The objective of the research was to evaluate the
effect of foliar application of copper oxide nanoparticles (NPsCuO) on the
morphology, yield, nutraceutical quality, enzymatic activity and Cu concentration
in lettuce plants. A completely randomized experimental design with six treatments
and five repetitions was used, the treatments were different concentrations of
NPsCuO (0, 5, 10, 15, 20 and 25 mg L). Variables of phenology, vyield,
nutraceutical quality, enzymatic activity and copper determination were evaluated.
The foliar application of NPsCuO did not affect crop yield, however, the dose of 15
mg L* of NPsCuO improved the content of phenols, flavonoids and antioxidant
capacity in lettuce plants. The dose of 15 mg L of NPsCuO improved the activity
of the peroxidase enzyme. The use of 25 mg L favored the bioaccumulation of
Cu in the lettuce leaves. The foliar application of NPsCuO could be an alternative
to increase the nutraceutical quality in lettuce plants produced in the NFT

hydroponic system.

Keywords: Lactuca sativa L., nutraceutical quality, enzyme activity.
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I. INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una de las principales hortalizas cultivadas
y consumidas a nivel mundial, en el afio 2019 su produccion alcanzo los
29,134,653 toneladas (FAOSTAT, 2020). En el 2019 el principal productor de esta
hortaliza fue China con 16,310,175 toneladas, México ocupo el noveno lugar con
una produccién de 516,000 toneladas (SIAP, 2020). La lechuga es una hortaliza
saludable debido a su alto contenido en fibra, carotenoides, compuestos

fendlicos, antioxidantes, vitaminas A, C y minerales (Camejo et al., 2020).

Existe una problemética a nivel mundial denominada hambre oculta, la cual es
la deficiencia de micronutrientes y vitaminas que afecta alrededor de 2 000
millones de personas en el mundo, esto debido al consumo de alimentos con una
baja calidad nutricional y dietas inadecuadas, lo cual contribuye a problemas de
salud publica graves, especialmente para nifios en edad preescolar, mujeres

embarazadas y mujeres en edad reproductiva (FAO, 2014).

En la actualidad el campo de la nanotecnologia tiene un efecto prometedor y
emergente para ser aplicado en la agricultura como nanofertilizantes,
nanoinsecticidas y nanoferomonas (Pérez-Labrada et al., 2014). Con el uso de la
nanotecnologia en la agricultura se podria contribuir en varios paises a reducir los
desérdenes alimenticios provocados por el déficit de micronutrientes contenidos

en los alimentos (Elemike et al., 2019).



I. INTRODUCCION

La aplicacion de nanoparticulas (NPs) es una de las técnicas actuales mas
prometedoras para la biofortificacion de alimentos, debido a sus propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas (Singh et al.,, 2021). Las NPs se aplican mediante
pulverizacion foliar o en solucién nutritiva, con la finalidad de biofortificar los
tejidos vegetales comestibles con elementos minerales esenciales en la dieta
humana: Cobre (Cu) Zinc (Zn), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Yodo (I) (Freire et al.,

2020; Jampilek, 2020).

Las NPsCuO tienen un gran potencial debido a su actividad antimicrobiana de
amplio espectro, ademés debido a su pequefio tamafio facilita su absorcion por
las plantas (Rai et al., 2018). El Cu es un oligoelemento esencial para humanos y
animales, en plantas desempefa un papel importante en distintos procesos
fisiologicos, como cadenas de transporte de electrones fotosintéticas vy
respiratorias, fijacion de nitrégeno, actividad antioxidante, metabolismo de
proteinas, componente estructural y catalitico de proteinas y enzimas (Karimi et

al., 2012; Lira et al., 2018).

Resultados encontrados por Pérez-Labrada et al. (2019) mencionan que la
pulverizacion de NPsCuO, en el cultivo de tomate bajo condiciones de salinidad
puede inducir la tolerancia al estrés salino al estimular los mecanismos de la
planta, ademas Lépez-Vargas et al. 2018 encontraron que la aplicacion de
NPsCuO induce una mayor acumulacién de compuestos bioactivos en frutos de
tomate. Hafeez et al. (2015) mencionan que las NPsCuO tienen el potencial para

mejorar el crecimiento y el rendimiento en plantas de trigo, pero su efecto depende

2



I. INTRODUCCION

directamente de la concentracion. Sin embargo, Xiong et al. (2021), refieren que
al aplicar concentraciones elevadas de NPsCuO (1000 mg L) en plantas de
lechuga, se inhibi6 el crecimiento de la planta y altero el estado de los nutrientes
en las plantas como el Mn, K y Ca. El objetivo de la investigacion fue evaluar el
efecto de la aplicacion foliar de nanoparticulas de 6xido de cobre (NPsCuO) en la
morfologia, rendimiento, calidad nutracéutica, actividad enzimatica vy

concentracion de Cu en plantas de lechuga.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto de la aplicacion foliar de nanoparticulas de 6xido de cobre
(NPsCuO) en la morfologia, rendimiento, calidad nutracéutica, actividad

enzimatica y concentracién de Cu en plantas de lechuga.

1.1.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la aplicacién foliar de NPsCuO sobre la morfologia y

rendimiento en plantas de lechuga.

e Cuantificar compuestos fendlicos, flavonoides y capacidad antioxidante por

efecto de la aplicacion foliar de NPsCuO.

e Cuantificar la actividad enzimatica de peroxidasa y catalasa en hojas de

lechuga.

e Determinar la concentracion de cobre en hojas de lechuga producidas en

un sistema hidroponico NFT.
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1.2 Hipétesis

e La aplicacion foliar de NPsCuO de 15 mg L incrementara variables
morfologicas, rendimiento, compuestos bioactivos, actividad enzimatica y
mayor concentracion de Cu, en plantas de lechuga producidas en un

sistema hidroponico NFT.
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia del cultivo de lechuga

2.1.1 Valor nutricional de la lechuga

La lechuga es considerada una hortaliza saludable debido a su contenido
en fibra, vitamina C, &cido folico, carotenoides, compuestos fendlicos y minerales
como el calcio y hierro, ademéas de compuestos como antocianinas y clorofila, que
son propiedades beneficiosas para la salud humana (Camejo et al., 2020; Shatilov
et al., 2019). Los carotenoides estan relacionados con la prevencion de
enfermedades crénicas (Baslam et al., 2013). Ademas, las lechugas son bajas

en calorias, grasas y sodio (Kim et al., 2016).

Cuadro 2.1. Contenido de nutrientes por 100 g de producto comestible de
Lactuca sativa L.

Nutrientes Contenido de nutrientes por 100 g
Agua (g) 94.6
Energia (kcal) 17
Proteina (g) 1.23
Lipido total (grasa) g 0.30
Carbohidratos (g) 3.28
Fibra dietética (g) 2.1
Azucar total (g) 1.19
Calcio (mg) 33
Hierro (mg) 0.97
Magnesio (mg) 14
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Fosforo (mg) 30
Potasio (mQ) 247
Sodio (mgQ) 8
Zinc (mgq) 0.23
Cobre (mg) 0.048
Manganeso (mg) 0.155
Selenio (mg) 0.4
Vitamina A, (1U) 5807
Vitamina B-6 (mg) 0.074
Vitamina C (mg) 24
Vitamina E (mg) 0.13
Vitamina K (ug) 102.5
Folato (ug) 136
Niacina (mg) 0.313
Acido pantoténico (mg) 0.142
Tiamina (mg) 0.072

Fuente: Mou (2008).

2.1.2 Importancia de la lechuga a nivel mundial

El cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.) es una de las principales hortalizas
cultivadas y consumidas en el mundo, tienen una gran demanda debido a que se
consumen en fresco (SIAP, 2020). La producciéon mundial de lechuga en el afio
2019 fue de 29,134,653 toneladas. Entre los mayores productores de esta
hortaliza esta China con una participacion del 60.43%, seguido de Estados Unidos
con 12.66%, India con 4.33%, Espafa con 3.47% e Italia con 2.6%, mientras que

México se encuentra en el noveno puesto (FAOSTAT, 2020).
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Principales paises productores de lechuga
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Figura 2.1. Principales paises productores de lechuga a nivel mundial
(toneladas) (FAOSTAT, 2020)

2.1.3 Importancia de la lechuga en México

La produccién de lechuga en México en el afio 2020 fue de 539,000
toneladas, es decir crecio un 4.5% con respecto al afio 2019 donde se produjeron
516,000 toneladas. La lechuga se produce en 21 estados del pais, siendo el
estado de Guanajuato el mayor productor con una participacion del 27.3%,
seguido de Zacatecas con 17.8%, Aguascalientes con 14.8% y puebla con 14.2%.
La exportacion de la lechuga en el 2020 fue de 261,000 toneladas, siendo Estados

Unidos el principal mercado de exportacion (SIAP, 2020).
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Principales estados productores de lechuga
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Figura 2.2. Principales estados productores de lechuga en México (SIAP, 2020)

2.2 Hidroponia

La hidroponia se refiere a la tecnologia que se puede utilizar tanto para la
produccion intensiva de hortalizas y ornamentales, es una alternativa para los
productores de escasos recursos o cuando se poseen suelos degradados, en la
actualidad el uso de sistemas hidroponicos se incrementd debido a las ventajas

sobre los cultivos de suelo (Lee y Lee, 2015).

Los sistemas de cultivo hidroponico se dividen en dos grupos: abiertos y
cerrados en funcion del movimiento de la solucion nutritiva. Los sistemas cerrados

son aquellos en los que la solucion nutritiva se recircula aportando de forma mas
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0 menos continua los nutrimentos que la planta va consumiendo y los sistemas
abiertos, en ellos la solucién nutritiva se drena sin recirculacion (Ruis-Ruiz et al.,

2014).

2.2.1 Sistema hidroponico NFT (Nutrient Film Technique)

El cultivo en pelicula nutritiva, por sus siglas en inglés NFT (Nutrient Film
Technigue), o también denominado como técnica cultivo con flujo laminar de
nutrimentos. El sistema NFT tiene beneficios respecto a sistemas de produccién
convencional y surge como una importante alternativa al creciente problemas de

escasez de tierras y de agua (Espinoza et al., 2018).

Growing Channel

— ré

. . —

Flow —

Nutrient Solution
Reservoir

Flow Water Pump e

Figura 2.3. Diagrama esquematico de un sistema hidropénico NFT (Niu y
Masabni, 2022).
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Se origind en Inglaterra, consiste en aplicar una lamina de solucion nutritiva
que fluctia de 0.5 a 1.0 cm, la cual circula por tuberias con perforaciones en la
parte superior, donde se establecen las plantas, el movimiento de la solucion
nutritiva dentro de las tuberias hacia el tanque es por gravedad, debido a la
inclinacién (4 a 5 %), la bomba distribuye la solucion nutritiva desde el tanque
recolector hasta el inicio de las tuberias. La caracteristica principal es que es un
sistema cerrado con la solucion recirculando se es mas eficiente en el uso de
agua y nutrientes, ademas existen diversos disefios entre ellas circulares,

rectangulares, hexagonales, etc. (Sanchez- Del Castillo et al., 2014).

2.2.2 Ventajas y desventajas del sistema NFT

Se recomienda para la produccion de hortalizas de hoja comestible por
ejemplo la lechuga, debido a que es una técnica sencilla, de facil operacién y
mantenimiento, tiene alta eficiencia en el uso de agua, un potencial en produccion,
es respetuosa con en el medio ambiente, se obtienen cosechas mas precoces,
mayor rendimiento, mejor calidad, ahorro de agua, mayores relaciones costo-
beneficio, no depende del suelo y produccion de alimento todo el afio (Majid et

al., 2020).

El sistema NFT presenta algunas desventajas como es el costo de energia,

la formulacion y monitoreo frecuente del pH y CE de la solucion nutritiva
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(Manqueos-Aviles, 2015). Debido a que con el tiempo es dificil mantener el
balance nutricional y controlar las enfermedades que atacan a la raiz, lo que
podria causar un rendimiento menor en comparacion a los sistemas donde dicha

solucién no se recircula (Sanchez- Del Castillo et al., 2014).

2.3 Biofortificacion

La biofortificacién es una técnica prometedora, rentable y sostenible con
vision al futuro, para poder administrar micronutrientes a poblaciones que tienen
acceso limitado a diversas dietas y otras intervenciones con micronutrientes (Garg
et al., 2018). Es la practica de aumentar deliberadamente el contenido de
micronutrientes en las partes comestibles de las plantas, con la finalidad de
mejorar la calidad nutricional, y proporcionar un beneficio para salud humana, se
puede lograr mediante la fertilizacion mineral, fitomejoramiento convencional o

biotecnologia moderna (Rosell, 2016).

La biofortificaciébn agronémica proporciona una ruta inmediata y eficaz para
mejorar las concentraciones de micronutrientes en los productos de cultivos
comestibles, aunque la biofortificacion genética puede ser mas rentable a largo
plazo (De Valencga et al., 2017). Desde el enfoque econdémico, la biofortificacion
es una inversion unica, rentable a largo plazo y sostenible para poder combatir el

hambre oculta. Los cultivos biofortificados se pueden distribuir a los consumidores
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a través de las mismas practicas tradicionales utilizadas por el comercio de

Estrategias Fertilizacion Foliar
agronomicas
Edafica

Mejoramiento Seleccion de

Biofortificacion genético semillas y
de cultivos

alimentos (Hefferon, 2016).

Biotecnologia Ingenieria
genética

Figura 2.4. Métodos de biofortificacion de cultivos (Marquez-Quiroz et al., 2015).

Se ha logrado avances importantes en la Gltima década para mejorar
generar cultivos basicos biofortificados como el arroz (Oryza sativa L.), trigo
(Triticum aestivum), maiz (Zea mays), mandioca (Manihot esculenta Crantz), mijo
perla (Pennisetum americanum Leeke), frijoles (Phaseolus vulgaris), batata
(Ipomoea batatas) mejorados con un alto contenido de Fe, Zn y provitamina A, a

través del fitomejoramiento tradicional (Bouis y Welch, 2010; Hefferon, 2015).

2.4 Nanotecnologia

La nanotecnologia es la tecnoldgica emergente de la actualidad, estudia

los materiales a escala atomica o molecular, que van de 1 a 100 nandmetros de
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tamafo, que pueden ser aplicados en diversos campos como la medicina,
electronica y en la agricultura (Lira et al., 2018; Muhammad et al., 2020). El uso
de la nanotecnologia promete mejorar los rendimientos y calidad del cultivo,
siendo esta una solucion para superar las deficiencias de las practicas agricolas

tradicionales (Shukla et al., 2019).

Nanotecnologia

Medicina Agricultura Energia Industria Tecnologias de
la informacién

Figura 2.5. Aplicaciéon de la nanotecnologia en distintos campos (Naiddo y

Kisthasamy, 2015).

En el sector agroalimentario juega un papel importante para la produccion
de cultivos, procesamiento y envasado de alimentos, seguridad alimentaria,
mejoramiento y proteccion de plantas (Pramanik et al., 2020). Los beneficios de
la nanotecnologia, incluye el manejo de plagas a través de formulaciones de

insecticidas a base de nanomateriales, aumento en la productividad agricola
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mediante las nanoparticulas debido a su liberacion lenta y localizada de nutrientes

en las plantas (Rai e Ingle, 2012).

2.5 Nanoparticulas

Los efectos de aplicacién de las NPs pueden variar de acuerdo a la etapa
de crecimiento del cultivo, el método de aplicacién, composicion quimica, tamafio
de particula, concentracion, agregacion y solubilidad (Jampilek y Kralova, 2020).
Los microelementos nanoestructurados juegan un papel fundamental en la
resistencia a enfermedades de las plantas a través de la activacién enzimatica y
la mejora de eficiencia de la produccién energética mediante la maquinaria

fotosintética (Vuong, 2019).

Los nanomateriales ofrecen una alternativa para mejorar la eficiencia y
sostenibilidad de las practicas agricolas, al reducir los insumos y generar menos
residuos en comparaciéon a los productos convencionales (Ojeda-Barrios et
al.,2020). Las NPs se aplican mediante pulverizacion foliar o en solucioén nutritiva,
con la finalidad de biofortificar los tejidos vegetales comestibles con elementos
minerales esenciales en la dieta humana: Cobre (Cu), Hierro (Fe), Zinc (Zn),

Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Yodo (I) (Freire et al., 2020).
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2.6 Nanoparticulas de 6xido de cobre

Las NPsCuO tienen un gran potencial debido a su actividad antimicrobiana
de amplio espectro, ademas debido a su pequefio tamafio facilita su absorcion

por las plantas (Rai et al., 2018).

Resultados encontrados por Pérez-Labrada et al., (2019), mencionan que
la pulverizacion de NPsCuO, en el cultivo de tomate bajo condiciones de salinidad
puede inducir la tolerancia al estrés salino al estimular los mecanismos de la
planta, ademas Lépez-Vargas et al., (2018), encontraron que la aplicacién de
NPsCuO induce una mayor acumulacién de compuestos bioactivos en frutos de
tomate. Hafeez et al., (2015), mencionan que las NPsCuO tienen el potencial para
mejorar el crecimiento y el rendimiento en plantas de trigo, pero su efecto depende
directamente de la concentracion. Gonzalez-Gémez et al., (2017) encontraron
que al aplicar hidrogel de quitosano-alcohol polivinilico con nanoparticulas de
cobre absorbidas (Cs-PVA-nCu), aumenta el ancho de estomas, la longitud del

tallo primario y la longitud de la raiz en un 7%, 8% y 14%, respectivamente.

2.6.1 Fitotoxicidad de las nanoparticulas de 6xido de cobre

Estudios recientes sobre la toxicidad de los nanomateriales evidencian

algunos efectos negativos en el crecimiento y el desarrollo de las plantas, esto
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debido al tamafio nanometrico que pueden ser mas toxicas que los materiales a
granel convencional. Las hojas de las plantas son capaces de absorber e
interceptar las NPs que se aplican en la superficie, llegando a provocar una

fitotoxicidad grave.

Alguno de los efectos toxicos encontrados al aplicar NPsCuO en cultivos,
es la disminucién de la longitud en brotes y raices, inhibicion de la germinacién
de semillas, cambios morfolégicos y enzimaticos, asi como la reduccion en la tasa
de fotosintesis y respiracion (Rajput et al., 2018). Datos reportados por Xiong et
al., (2021), refieren que al aplicar concentraciones elevadas de NPsCuO (1000
mg L) en plantas de lechuga producidas en hidroponia, se inhibié severamente
el crecimiento de la lechuga y alter6 el estado de los nutrientes en las plantas

como el Mn, Ky Ca.

2.6.2 Sintesis quimica de nanoparticulas de 6xido de cobre

El método utilizado para la sintesis de nanoestructuras de Cu juega un
papel muy importante, donde un buen control en el tamafio, la forma y la
distribucion espacial de las particulas es de vital importancia. Las propiedades
fisicoquimicas de las NPsCuO se utilizan en diversos campos, como aplicaciones
bioldgicas, células solares, tintas de alta conductividad y otras aplicaciones

especificas (Jardén-Maximino et al., 2018).
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Existen diferentes métodos sintéticos para obtener NPsCuO, por ejemplo,
la reduccién térmica y sonoquimica, sintesis de vapor metalico, irradiacion con
microondas, micelas inversas, proceso de poliol y reduccion quimica en solucién
acuosa. El método mas empleado para preparar NPsCuO nanometricas, es la
reduccion quimica de sales de Cu (ll) en solucién acuosa es la ruta mas versatil
esto debido a sus ventajas como es su simplicidad, solubilidad, tiempos de
reaccion cortos y reactivos econdmicos, ademas de permitir al mismo tiempo la
posibilidad de controlar los tamarios y las formas de NPsCuO (Sierra-Avila et al.,

2015).

2.7 Importancia del cobre

2.7.1 El cobre en plantas

El Cu es un microelemento esencial para el crecimiento y metabolismo
normal de las plantas (Lira et al., 2018). Actia como un cofactor esencial para
reacciones de oxidacion y reduccién que implican oxidasas que contienen cobre
(Shams et al., 2019). Las enzimas de Cu regulan diferentes vias fisiologicas,
como el metabolismo del hierro, produccion de energia, maduracion del conjunto

conjuntivo y neurotransmision (Printz et al., 2016).
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El Cu desempefia un papel importante en distintos procesos fisiologicos,
como cadenas de transporte de electrones fotosintéticas y respiratorias, fijacion
de nitrégeno, actividad antioxidante, metabolismo de proteinas, componente
estructural y catalitico de proteinas y enzimas (Karimi et al., 2012). Sin embargo,
en concentraciones elevadas puede llegar a interrumpir el crecimiento de las
plantas, el dafio que causa a nivel molecular a la planta es a través de la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres (Shams et

al., 2019).

Las funciones del Cu en plantas superiores estan asociadas con la
fotosintesis, respiracién mitocondrial, percepcion del etileno, proteccion frente al
estrés oxidativo, metabolismo de la pared celular, sintesis del cofactor de
molibdeno y regulacién del ciclo circadiano. Las principales proteinas de Cu son
la plastocianina (PC), citocromo c oxidasa (COX) y la cuprozinc superoxido

dismutasa (Cu/ZnSOD) (Angelova et al., 2011).

El Cu también forma parte del cofactor del receptor de etileno ETR1
(Ethylene Receptor 1), polifenol oxidasas (PPO), amino oxidasas, lacasas y

plantacianina (Garcia-Molina et al., 2013).

2.7.2 Exceso y deficiencia de cobre en plantas
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La concentracion de Cu en suelo presenta una amplia variacion,
encontrandose en concentraciones de 5 g g en paises como Croacia, Bélgica
y Grecia y valores superiores de 100 ug g en ltalia, Espafia y Noruega, ademas
el Cu se encuentra totalmente disponible para su absorcion por las plantas, debido
a gque puede estar formando complejos insolubles con la materia organica, con
arcillas o con aniones como CO3 2- y S-2. Las plantas realizan sus funciones de
forma normal con concentraciones de Cu de 5-30 mg kg™ tejido en peso seco

(Orcutt y Nilsen, 2000).

El exceso de Cu en las plantas puede producir una reduccion en la biomasa
de la parte aérea y radicular, clorosis, necrosis (Bouazizi et al., 2010), disminucion
de viabilidad de las células de la raiz, cambios en la deposicion de lignina e
inhibicion de la germinacién (Lequeux et al., 2010), ademas afecta la actividad
fotosintética, dafios en el ADN, proteinas, afecta la adquisiciébn de nutrientes y

favorece la produccion de ROS y estrés oxidativo (Ravet y Pilon, 2013).

La deficiencia de Cu en las plantas afecta principalmente a los tejidos
jovenes y reproductivos, las plantas sufren una reduccion en el crecimiento,
clorosis en hojas jévenes, curvatura en margenes de hojas, disminucion en la
formacion de frutos, dafios en meristemos apicales, defectos en la pared celular,
disminucion del desarrollo, desarrollo embrionario incorrecto y disminucion de

viabilidad del polen (Burkhead et al., 2003),
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2.7.3 El cobre en el cuerpo humano

El Cu es un oligoelemento esencial para la salud humana, es necesario
para el crecimiento adecuado, integridad cardiovascular, elasticidad pulmonar,

funcion endocrina y para el metabolismo del hierro.

El Cu es un elemento traza esencial para humanos y animales, en el cuerpo
se desplaza en forma cuproso (Cu*) y clprico (Cu?*), sin embargo, la mayoria del
cobre se encuentra en forma (Cu?*), debido a la habilidad del Cu en donar y
aceptar electrones es importante en las reacciones oxidacién y reduccién y en la

actividad de barrido de radicales libres (Oregon, 2020).

Cuadro 2.2. Ingesta diaria de cobre recomendada en personas.

Ingesta diaria recomendada en Cobre

Etapa de vida Edad Hombre (ug/dia) Mujer (pg/dia)
Infantes 0 — 6 meses 200 200
Infantes 7 — 12 meses 220 220

Nifios 1 - 3 afos 340 340
Niflos 4 — 8 afios 440 440
Nifios 9 — 13 afios 700 700

Adolecentes 14 — 18 afios 890 890

Adultos 19 y més afios 900 900
Embarazo Todas las edades 1,000
Periodo de Todas las edades 1,300

lactancia

Fuente: Oregon (2020).
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Las deficiencias de Cu son relativamente raras en los seres humanos, sin
embargo, se han relacionado con el retraso mental, anemia, hipertrofia cardiaca,
deterioro del sistema nervioso central, fragilidad ésea, tejido conectivo débil,
sindrome de Menkes, enfermedad de Wilson, enfermedades cardiovasculares y

estrés oxidativo (Blockhuys y Wittung, 2017).

2.7.4 Fuentes naturales de cobre

El Cu se puede encontrar en diferentes alimentos, como en carnes,

cereales integrales, frutas secas, frutos de mar, cacao y legumbres.

Cuadro 2.3. Fuentes naturales de cobre.

Alimentos Porcion (g) Cobre (ug)
Semillas de sésamo 1 taza (144) 5868
Nueces 1 taza (140) 3040
Frijoles rojos 1 taza (185) 1840
Garbanzos 1 taza (200) 1694
Cacahuates 1 taza (145) 1625
Almendras (tostadas) 1 taza (150) 1500
Quinoa 1 taza (170) 1000
Lentejas 1 taza (170) 996
Champifiones 1 taza (160) 786
Puré de tomate 1 taza (250) 718
Aguacate 1 taza (230) 715
Papa 1 unidad (200) 675
Espinaca (cocida) 1 taza (180) 313
Cereales (All-Bran) Y taza (30) 322
Pasta seca 1 taza (100) 303
Arroz (cocido) 1 taza (205) 148
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Datiles 1 % taza (70) 150
Kiwi Y, taza (90) 135

Fuente: Licata (2019)

2.8 Fertilizacion foliar

La fertilizacién foliar es una herramienta importante para un manejo
sostenible y productivo de los cultivos, ademas de gran importancia comercial
alrededor del mundo, con esta técnica se puede corregir la deficiencia de
micronutrientes, que son importantes para aumentar el rendimiento en los cultivos

(Niu et al., 2020; Fageria et al., 2009).

La fertilizacion foliar puede complementar la fertilizacion del suelo,
aumentando el contenido de oligoelementos y el rendimiento de los cultivos, una
de las ventajas de la fertilizacion foliar es que se puede mezclar con herbicidas,
insecticidas o fungicidas de postemergencia, por lo que se puede reducir el costo

de aplicacién (Kannan, 2010).

Para una correcta absorcion foliar es importante conocer las propiedades
fisico-quimicas de la formulacién, como el pH, la solubilidad, la tension superficial,
la retencion, solubilidad, concentracién y el tamafio molecular, ademas de los
factores ambientales como temperatura, humedad relativa y la luz, finalmente el
estado fisiologico de la planta y las caracteristicas de la especie (Fernandez y

Brown, 2013).
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2.8.1 Mecanismos de absorcion foliar

Los mecanismos de absorcion foliar se basan predominantemente en la
difusiébn pasiva de iones disueltos en una matriz acuosa, los cuales son
absorbidos a través de la superficie foliar, donde la cuticula que es la que protege
los 6rganos de las plantas contra los factores biéticos y abidticos, ademas de ser

crucial para minimizar la perdida de agua (Fernandez y Brown, 2013).

Las NPs aplicadas foliarmente ingresan principalmente a las hojas a través
de las estomas, ya que la absorcion a través de la epidermis es muy limitada
debido al tamafio pequefio del poro (20 nm) y se transportan a diferentes partes
de la planta a través de vias apoplasticas y simplasticas, es decir particulas
grandes (50 —200 nm) se transportan principalmente a través del apoplasto,
mientras que las particulas pequefias (10-50 nm) se transportan mediante el
simplasto (Hong et al., 2021). Generalmente las hojas jévenes poseen mayor

capacidad de absorber nutrientes en comparacion con hojas maduras.

Las células eucariotas utilizan proteinas de la familia de transportadores de
Cu (CTR), para transportar iones de Cu al citosol, los transportadores del tipo CTR

se definen COPT, existen 6 miembros de esta familia (Pilon, 2011).
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Figura 2.6. Sistemas de transporte del Cu en las plantas (Pilon, 2011)

2.9 Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos de los alimentos son constituyentes extra
nutritivos que se encuentran en pequefias cantidades en los alimentos. Los
compuestos bioactivos tienen un impacto en las actividades fisiolégicas o
celulares de los seres humanos o animales que consumen tales compuestos.

(Teodoro, 2019).

2.9.1 Fenoles

Los compuestos fendlicos en las plantas actian como mecanismos de

defensa contra el estrés ambiental y el ataque de organismos (Oliveira et al.,
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2014). Los compuestos fendlicos presentes en los alimentos pueden llegar a
reducir el riesgo de trastornos de salud, como reducir el riesgo a diversos
canceres, debido a su bioactividad y a sus propiedades antioxidantes (Shahidi y

Ambigaipalan, 2015).

Por otra parte, los beneficios en la salud humana estan restringidos debido
a su limitada solubilidad en agua, baja absorcion, flujo restringido de células

pasivas y una mala estabilidad gastrointestinal (Ahmed et al., 2019).

2.9.2 Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios polifenolicos, participan en
diversas actividades biologicas en plantas y benefician a la salud humana como
agentes dietéticos protectores (Khalid et al., 2019). Los flavonoides son
importantes en la salud humana ya que presentan actividades antioxidantes,
antibacterianas, antivirales y antinflamatorias, ademas protegen al cuerpo
humano contra los radicales libres asociados al desarrollo de céncer y

aterosclerosis (Ruiz-Cruz et al., 2017).

Los flavonoides estan presentes en los alimentos como en las frutas,
verduras y te. Ademas, se han utilizado en la industria alimentaria, debido a su
capacidad para conservar alimentos, aportar sabor y color, asi como para elaborar

suplementos dietéticos (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

26



Il. REVISION DE LITERATURA

2.9.3 Capacidad antioxidante

En la actualidad la demanda de alimentos ricos en antioxidantes va en
aumento, debido a su papel en la prevencion de enfermedades degenerativas
(Soccio et al, 2018). Los antioxidantes naturales estan distribuidos en diversos

alimentos y plantas medicinales (Xu et al., 2017).

Los antioxidantes son esenciales para un correcto funcionamiento y
adaptacion de las plantas, ademas de brindar diversas propiedades beneficiosas
para la salud humana (Maury et al., 2020). Los antioxidantes naturales tienen la
capacidad de eliminar los radicales libres, ademas de su accion antinflamatoria,

anti-envejecimiento y anti-cancer (Li et al, 2015).

2.10 Actividad enziméatica

El Cu promueve la generaciéon de especies reactivas de oxigeno, en forma
enzimatica y no enzimatica (reaccion de Fenton). Entre los mecanismos
bioquimicos de defensa que se inducen en respuesta al dafio oxidativo causado

por Cu, esta el incremento en las actividades de enzimas antioxidantes tales como
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catalasa, superoxido dismutasa, glutation reductasa, ascorbato y guaiacol

peroxidasas (Morales y Giménez, 2012).

2.10.1 Peroxidasas

Las peroxidasas representan una familia de isoenzimas que participan
activamente en la oxidacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la
inmunidad innata, patogénesis de varias enfermedades y en la biosintesis de
hormonas (Khan et al., 2014). Es una de las enzimas clave, estdn ampliamente
distribuidas en la naturaleza y catalizan la oxidacion de diferentes sustratos de
electrones concomitantes con la descomposicién del peréxido de hidrogeno
(H202) ademés estan involucrados en distintos procesos fisiolégicos esenciales
del crecimiento y desarrollo de las plantas durante su ciclo de vida (Pandey et al.,

2017).

2.10.2 Catalasa

La catalasa es una enzima antioxidante presente en todos los organismos
aerobios, se encuentra en todos los sitios principales de produccion de perdxido

de hidrogeno (Hz2 O2) en el entorno celular como son mitocondrias, peroxisomas,
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citosol y cloroplasto de las plantas superiores (Sharma y Ahmad, 2014). La
catalasa actua en la prevencion de la formacién de concentraciones excesivas de
H2 O2 y utilizando el H202 en oxidacion peroxidativa de compuestos como el
metanol y acido férmico. La actividad de la catalasa ayuda la regulacion genética

en plantas estresadas por la sequia y sal (Sofo et al., 2015).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacién del experimento

El experimento se establecio en el ciclo agricola otofio — invierno, del afio
2020-2021, durante los meses de noviembre a enero, bajo condiciones de
agricultura protegida en malla sombra, ubicada en el Instituto Tecnoldgico de
Torredn (ITT), ubicada en el Km. 7.5 de la antigua carretera Torredn - San Pedro,
municipio de Torreén, Coahuila, México. Localizada geogréaficamente entre las

coordenadas 25°36°37” Norte y 103°22’33” Oeste, a una altitud de 1150 msnm.

Figura 3.1. Localizacion del sitio experimental.
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3.2 Condiciones de la malla sombra

La malla sombra es de estructura metalica, con una altura de 6 m, un area
de 150 m?, cubierta con malla antiafidos de color blanco, permitiendo la entrada
de luz de manera uniforme. Debido a los fuertes vientos que se presentaron
durante el experimento se colocé una barrera con plastico transparente, para
contrarrestar las fuertes rafagas de viento y asi evitar que las plantas se dafaran

y se cubrieran de tierra.

La temperatura promedio dentro de la malla sombra en la mafiana fue de
20 y 24 °C, mientras que en la noche de 4 a 10 °C, la humedad relativa fue de

40% a 70%.

3.3 Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con seis
tratamientos y cinco repeticiones, con un total de 30 unidades experimentales

(cada planta fue considerada como unidad experimental).
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Cuadro 3.1. Tratamientos aplicados en el experimento.

Tratamiento Concentracion de NPsCuO
T1 Control

T2 5mg L1

T3 10 mg L?

T4 15mg L1

T5 20mg L?

T6 25 mg L

3.4 Material vegetal

El material vegetal utilizado en el experimento fue plantas de lechuga
orejona, de la empresa Rancho Los Molinos. Fueron sembradas el 22 de octubre
del 2020, en semilleros de foami agricola (espuma fendlica) de 100 cavidades por
placa desprendibles, la germinacion ocurrio a los cuatro dias después de la

siembra.
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Figura 3.2. Plantulas de lechuga en semillero de foami agricola (espuma

agricola).

3.5 Trasplante

El trasplante se realizé a los 23 dias después de la germinacién de la
semilla, cuando las plantulas alcanzaron alrededor de seis a siete hojas
verdaderas, colocando una plantula en el centro de cada orifico del tubo de PVC

hidraulico de cuatro pulgadas de diametro.

El sistema hidroponico (NFT) se construy6 con tubos de PVC hidraulico de cuatro
pulgadas de diametro y seis metros de largo, con una pendiente del 10% y con
un esparcimiento entre cavidades de 25 cm. Para el sistema de bombeo se
empled tubos de % de pulgada, valvulas, codos, y tubos como emisores a los
canales para regar las plantas y una bomba periférica de ¥z caballo de fuerza de

la marca Truper BOAP-1/2A2.
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Figura 3.3. Trasplante de plantulas de lechuga al sistema hidropénico (NFT).

3.6 Nutricién del cultivo

Se utiliz6 solucién nutritiva (SN) universal (Steiner, 1984), se prepar6 con
fertilizantes que se encuentran dentro de la regién de la comarca lagunera; Nitrato
de magnesio (NOs= 12%, Mg= 14.8%, Ca= 1.24%) Sulfato de potasio ultrasoluble
(K20= 51%, SO4= 56%), Nitrato de calcio (N=15.5%, CaO= 26%), Nitrato de
potasio NKS (NOs= 12.66%, K=46.30%, S= 3.05%), Fosfato monopotasico MKP
(P20s5=52.23%, K20= 34.08%) y un mix de micronutrientes de nombre comercial
Librel Mix-AL (Fe= 7.5%, Mn= 4.0%, Zn= 0.5%, Cu= 0.3, B= 0.5, Mo= 0.25

comercial).
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Cuadro 3.2. Fertilizantes utilizados para preparar la solucién nutritiva (100%),

para 200 L de solucion.

Fertilizantes Cantidad de fertilizantes (g)
MKP 26.22

Mg NOs 104.05

K2SO4 68.25

NKS 49.33

CaNO3 100.59

Micros 5.34

La concentracion de la SN vario de acuerdo a la etapa fenoldgica del
cultivo. La SN se mantuvo en un rango de conductividad eléctrica (CE) de 2.0 dS

m=*yun pH de 5.5 a6.0.

Cuadro 3.3. Concentracion de la solucién nutritiva utilizada en el experimento.

Dias después del trasplante Concentracion de la solucion
nutritiva
23-30 40%
31-41 60%
42 — 51 80%
52 - 67 100%

3.7 Generalidades de las nanoparticulas de 6xido de cobre
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Las NPsCuO utilizadas en el experimento fueron proporcionadas por la
Dra. Rebeca Betancourt Galindo del Centro de Investigacion en Quimica Aplicada

(CIQA), Saltillo Coahuila, México.

Cuadro 3.4. Caracteristicas de las NPsCuO aplicadas en el experimento.

Caracteristicas NPsCuO
Origen Dra. Rebeca Betancourt Galindo (CIQA)
Sintesis Quimica
Pureza 98%
Tamafno 20 - 60 nm
Estructura Esférica

3.8 Aplicacion foliar de nanoparticulas de 6xido de cobre

La aplicacién de las NPsCuO se realiz6 via foliar con atomizadores de 1L,
para cada tratamiento se utiliz6 un atomizador. Para una correcta aplicacion de
las NPsCuO se afiadié un surfactante penetrante (Inex-A) de la marca Cosmocel,
ademas para evitar la contaminacion entre tratamientos se cubrieron las plantas
con una caja de cartén. Se realizaron cinco aplicaciones de NPsCuO durante el
ciclo del cultivo, la primera aplicacion fue a los siete ddt, luego fue a intervalos de

15 dias hasta la cosecha de las plantas de lechuga.
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Figura 3.4. Aplicacién foliar de nanoparticulas de 6xido de cobre (NPsCuO).

3.9 Labores culturales

A los 10 dias después del trasplante se realiz6 el aclareo de las plantas de
lechuga, dejando solo una planta por cada cavidad, esto para evitar la
competencia entre las plantas por el espacio y asi evitar la deformacion de las

lechugas.

3.10 Plagas y enfermedades

Para el manejo integrado de plagas, se aplicé jabon potasico a una dosis
de 20 gramos de jabln potasico por cada litro de agua, realizando aplicaciones

cada 15 dias, esto con la finalidad de prevenir la aparicion de pulgon (Myzus
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persicae), mosca blanca (Bemisia tabaci), trips (Frankliniella occidentalis) y arafia

roja (Tetranychus urticae).

3.11 Variables agronémicas evaluadas

La cosecha de las plantas de lechuga se realizé a los 67 ddt, el corte se

realiz6 por la mafiana, cada lechuga fue correctamente etiquetada y guardada en

bolsas de papel.

Figura 3.5. Cosecha de las plantas de lechuga.

3.11.1 Altura de planta

Los datos de altura de planta fueron tomados a los 67 ddt Se utilizé una

regla métrica de 60 cm, la altura se tomé desde la base del tubo de PVC hasta el
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apice de la hoja mas desarrollada. Los datos referidos fueron registrados en

centimetros (cm).

3.11.2 Numero de hojas

El nimero de hojas se realiz6é a los 67 ddt, El conteo se realizé partiendo
del punto de crecimiento hasta llegar a la ultima hoja desarrollada, tratando
siempre de evitar dafiar las hojas y mover lo menos posible las plantas, ya que
las lechugas son muy fragiles. EI numero de hojas total se realiz6 al final de la

cosecha, se separé hoja por hoja, para tener un mejor conteo.

3.11.3 Didmetro de corona

El diametro de corona se realiz6 en todas las lechugas cosechadas,
utilizando una regla métrica de 60 cm. Los datos referidos fueron expresados en

cm.

3.11.4 Ancho y largo de hoja
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Para altura y ancho de hoja, se tomaron dos hojas de la parte central de
lechuga como referencia, se midieron con una regla métrica de 60 cm, los datos

referidos fueron expresados en cm.

3.11.5 Peso fresco de raiz

Las raices de las plantas fueron sacadas cuidadosamente del tubo de PVC,
tratando de no romperlas, después se procedid a pesar en una bascula digital de

cinco kg, los daros referidos fueron expresados en gramos (g).

3.11.6 Clorofila

El contenido de clorofila se realiz6 por las técnicas de Nagata y Yamashita (1992).
Se pesaron 10 mg de tejido liofilizado, se agregaron 2 mL de Hexano: Acetona
(3:2) y se mezcld en el vortex. Se tomo una alicuota y se midio la absorbancia a

645 y 663 nm en un espectrofotémetro UV-VIS modelo UV-6300PC.

3.12 Variables de rendimiento
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3.12.1 Peso fresco

El corte se realiz6 desde la base de la planta, separando las hojas de la
raiz para poder determinar los pesos, la cosecha se realiz6 por la mafana. Para
el peso fresco se utiliz6 una bascula digital con capacidad de cinco kg, los

resultados referidos fueron expresados en g.

3.12.2 Peso seco

Las hojas fueron puestas a secar durante seis dias a temperatura ambiente
y bajo la sombra, posteriormente se colocaron en bolsas de papel y colocaron al
horno de secado a una temperatura de 75 °C, durante 48 horas para alcanzar el

peso constante. Los datos referidos fueron expresados en g.

3.13 Liofilizacion de muestras

Las hojas fueron enviadas en bolsas plasticas (Ziploc), a la Universidad
Politécnica de Gomez Palacio, para ser liofilizadas (modelo TF100F). La
liofilizacion es el proceso de conservacion mediante sublimacion utilizado para

reducir las pérdidas de componentes volatiles o termo-sensibles.
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3.14 Variables de calidad nutracéutica

El analisis de laboratorio de compuestos fendlicos de fenoles, flavonoides
y capacidad antioxidante fueron realizados en el laboratorio de Agroecologia de

la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna.

3.14.1 Fenoles

El contenido fendlico se determiné utilizando una modificacion del método
de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). 30 puL de extracto se mezclaron con
270 pL de agua destilada en un tubo de ensayo, luego se afiadié 1.5 mL de
reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, St Louis MO, EE.UU.) diluido (1:15) y se
agito con vortex durante 10 s. Luego de 5 min se afiadié 1.2 mL de carbonato de
sodio (7.5% w/v) y se agito durante 10 s. La solucion se colocé en bafio de agua
durante 15 min y posteriormente se dejé enfriar a temperatura ambiente. La
absorcion de la solucion se ley6 a 765 nm en espectrofotdmetro UV (Genesys 10).
Para calcular el contenido fendlico se realiz6 una curva patron utilizando acido
galico como estandar, los resultados se registraron en mg de equivalente de acido
galico por 100 g en base a peso fresco (mg Ac. Galico 100 g* PF). Los anélisis

se realizaron por triplicado.
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3.14.2 Flavonoides

El contenido de flavonoides se utilizé la técnica descrita por Lamaison y
Carnet (1990), tomando una alicuota de 250 pL del sobrenadante del extracto
etanolico para luego agregar 1.25 mL de agua destilada 'y 75 pL de NaNO: al 5%
agitando la mezcla en el vortex y dejando reaccionar por 5 min. Después se
agreg6 150 pL AICLH20 al 10% agitando la mezcla en el vortex, dejandolo
reaccionar por 6 min. Posteriormente se agregaron 500 pL NaOH 1 My 275 pL
agua, agitando en vortex. La absorcion se ley6 en espectrofotbmetro UV
(Genesys 10) a una longitud de onda de 510 nm. Para la cuantificacién de la
concentracion se realiz6 la curva patron (y= 0.0122x-0.0067; r’= 0.9653)
preparada con quercetina. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de
quercetina (QE) por 100 g en base al peso fresco (mg QE 100 g PF). Los anélisis

se realizaron por triplicado.

3.14.3 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determiné con el método in vitro DPPH+
(Brand-Williams et al., 1995). Se prepar6é una solucion de DPPH* (Aldrich, St.
Louis, Missouri, EU) en etanol, ajustando la absorbancia de la solucion a 1,100 +

0,010 a una longitud de onda0 de 515 nm. La determinacion de la capacidad
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antioxidante se realizé la mezcla de 50 uL de muestra y 1950 pL de solucién
DPPH* y luego de 30 min de reaccion se leyo la absorbancia de la mezcla a 517

nm en espectrofotometro UV (Genesys 10).

Las lecturas se tomaron por triplicado y se utilizé etanol como blanco. Se
preparoé la curva estandar con Trolox (Aldrich, St. Louis, Missouri, EE.UU.) y los
resultados se reportaron como capacidad antioxidante equivalente en pM
equivalente en Trolox por 100 g en base a peso fresco (mg equiv. Trolox 100 g

PF).

3.15 Variables de actividad enzimatica

Los andlisis de laboratorio para la determinacion de la actividad enziméatica
de peroxidasa y catalasa fueron realizados en la Universidad Politécnica de la

Region Laguna.

3.15.1 Peroxidasa

Se empled el método descrito por pascual et al. (1983) en el cual se utiliza
como sustratos guayacol y peroxido de hidrogeno. Las condiciones del ensayo

fueron: 1.0 ml Tris-(HCI) 0.01 mol L, pH 7.0; 0.75 ml de guayacol 100 mmol. L%,

44



ll. MATERIALES Y METODOS

0.02 ml de H202 30 mmol. L*; 0.1 ml de solucién de enzima HRP; a temperatura
ambiente. Las lecturas de absorbancia se realizaron en espectrofotometro UV-
VIS, a 470 nm, en cubetas de 1 cm de paso de luz cada 5 segundos durante 1

minuto a temperatura ambiente.

3.15.2 Catalasa

La actividad de la catalasa se evalu6 a través del método descrito por Luck,
citado por Blackwell et al. (1990) en el que 3 ml de 10 nM Tris-HCI (pH 8.5) y 0.1
ml de peroxido de hidrogeno 0.88% en 100 nm de Tris-HClI se colocaron en celdas
de cuarzo. La reaccidn se inicio adicionando 0.1 ml de extracto crudo y se observo
el cambio en absorbancia a 240 nm y la actividad enzimatica se reporté como U/g
de PS, donde U= unidad de actividad enzimatica y una unidad es igual a la
descomposicion de 1 pmol/min de H202. Los ensayos se realizaron a temperatura

ambiente.

3.16 Determinacion de Cobre

La determinacién de Cu se realiz6 en el Centro Nacional de investigacion

Disciplinaria en Relacion, Agua, Suelo, Planta, Atmosfera (CENID-RASPA)
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ubicado en la ciudad de Gémez Palacio, Durango, mediante espectrofotometro
de absorcidon atomica (AOAC, 1990), los resultados fueron expresados en ug kg

! peso seco (PS).

3.17 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante andlisis de varianza
(ANOVA) y la comparacion de medias con la prueba de Tukey (P < 0.05), en el

programa estadistico SAS version 9.0 (SAS, 2004).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Variables agrondmicas

Los resultados de andlisis de varianza para las variables tamafio de corona,
largo de hoja y peso fresco de raiz, no presentaron diferencias estadisticas

significativas (P < 0.05), por efecto de la aplicacion foliar de NPsCuO en lechuga.

En la variable altura de planta no se presentd diferencia estadistica
significativa (P < 0.05), por el efecto de la aplicacion foliar de NPsCuO en lechuga.
Este resultado es similar a lo reportado por Trujillo-Reyes et al. (2014) quienes
indican que la aplicacion foliar en concentraciones 10 y 20 mg L de NPsCuO en
plantulas de lechuga reduce el crecimiento de la planta. Sin embargo, dicho
incremento difiere a lo reportado por Zafar et al. (2020) quienes indican que las
aplicaciones de NPsCuO (12.5. 25 y 50 mg L!) en el cultivo de mostaza negra
(Brasicca nigra) incrementan la altura de planta. El incremento en el crecimiento
de las plantas por efecto de las NPsCuO es debido a la induccién de la actividad
en los cloroplastos, sintesis de enzimas antioxidantes y nitrato reductasa,
dependiendo de la forma de las NPs, concentracion, forma de aplicacion, etapa

de la aplicacion y la especie vegetal (Nekrasova et al., 2011).

Para la variable nimero de hojas el tratamiento con la dosis de 15 mg L

reporté el mayor nimero de hojas con un valor de 50.80, siendo superior en 22.1%
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con respecto al tratamiento control (Cuadro 4.1). El nimero de hojas registrado
resulto ser superior al valor de 32 hojas reportado por Kohatsu et al. (2021), en
plantas de lechuga provenientes de aplicaciones foliares de NPsCu con una
concentracion de 20 mg L. La aplicacion foliar a bajas concentraciones de 10 a
20 mg L't NPsCuO promueven efectos en el incremento del nimero de hojas en
el cultivo de Allium cepa y mejoran la resistencia de la planta (Mottaleb et al.,
2021). Sin embargo, la aplicacién de altas concentraciones entre 100 y 1000 mg
Lt de NPsCuO en el cultivo de Lactuca sativa L. var. disminuye el nimero de
hojas y crecimiento, debido a una acumulacion alta de Cu en la superficie de la

hoja provocando toxicidad (Xiong et al., 2021).

En la variable ancho de hoja el tratamiento con la dosis de 15 mg L mostro
el mayor incremento con una media de 19.66 cm, resultando superior en 25.5%
al tratamiento control (Cuadro 4.1). Este comportamiento es similar a lo reportado
por Zafar et al. (2020) quienes indican que las aplicaciones de NPsCuO a
concentraciones de 50 mg L1 en el cultivo de Brasicca nigra incrementan el ancho

de la vaina.
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Cuadro 4.1. Comparacion de medias para variables agrondmicas en plantas de
lechuga (Lactuca sativa L.) producidas con aplicacion foliar de NPsCuO.

NPsCuO NH AP TC LH AH PFR

mg L - - (cm) - - (9)

Control 41.60+ 25.60+ 40.60+ 24.33+ 15.66% 201.33+
1.51c 2.70 3.78 0.57 1.52b 0.57

5 43.60+ 30.40+ 42.20+ 25.33+ 17.66% 202.33+
1.94bc 3.28 1.82 1.52 1.15ab 2.08

10 46.00+ 29.40+ 4350+ 24.66x 17.33% 203.33+
2.54abc  2.60 2.17 1.15 0.57ab 2.08

15 50.80+ 29.40+ 43.90+ 26.33+ 19.66% 205.33+
1.92a 1.08 3.04 0.57 0.57a 2.51

20 48.80+ 30.00+ 42.60+ 25.66+ 17.33% 202.66+
4.81ab 1.58 1.67 1.52 1.15ab 2.08

25 47.60% 28.90+ 4230+ 26.00+ 17.00% 203.00+
2.88ab 3.24 2.10 1.00 1.00ab 2.64

*Valores con letras iguales dentro de cada columna son similares
estadisticamente (Tukey; P < 0.05). NS= no significativo, *= significativo, NH=
namero de hojas, AP= altura de planta, TC=tamafio de corona, LH= largo de hoja,
AH= ancho de hoja, PFR= peso fresco de raiz. Los datos se muestran como
medias (n= 30) £ desviacion estandar.

Clorofila Total

Los resultados de analisis de varianza para la variable de clorofila presento
diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05), por efecto de la aplicacién
foliar de NPsCuO en plantas de lechuga. Se destacaron las dosis de 10 y 15 mg
Lt con una media de 9.994 y 9.888 mg 100 g, siendo superior en un 40.0% y
38.5% en comparacion al tratamiento testigo (Figura 4.1). Estos resultados
coinciden a los reportado por Herndndez- Hernandez et al. (2019), quienes
evaluaron la interaccién de NPs de Se y Cu a una concentracion de 1 mg Lt de
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NPs de Se y 50 mg Lt de NPs Cu, encontrando un incrementé en el contenido de
clorofila a (20%), b (17%) y total (19%). Por otra parte, Badawy et al. (2021) evalué
la aplicacion de NPsCuO con una concentraciéon de 50 mg L en plantas de

Triticum aestivium L. reportando un incremento la clorofila en 23% y 10.5%.

Este hallazgo puede estar relacionado a que el Cu es un componente de
los cloroplastos y participa en la sintesis de clorofila, proteinas y polifenoloxidasas
y juega un papel importante en el transporte de electron fotosintético

(Mykhaylenko y Zolotareva, 2017).
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Figura4.1.  Efecto de la aplicacién foliar de NPsCuO en el contenido total de clorofila
en plantas de lechuga producidas en un sistema NFT. Los datos se muestran como
medias (n= 30) * desviacion estandar. Barras con letras distintas son

estadisticamente diferentes de acuerdo a la prueba Tukey (P < 0.05).
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4.2 Variables de rendimiento

4.2.1 Peso fresco y seco

Los resultados de analisis de varianza para la variable peso fresco y peso
seco no presentaron diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05), por
efecto de la aplicacion foliar de NPsCuO en lechuga hidropodnica, sin embargo, el
rendimiento no se vio afectado por fitotoxicidad de las NPsCuO en las plantas
(Figura 4.2). Estos resultados son similares con lo reportado por Esparza-Rivera
et al. (2014) quienes realizaron un bioensayo en plantulas de tomate, aplicando
dos concentraciones de NPsCu 2000 mg L%, donde no encontraron diferencias
estadisticas en las variables del peso seco y fresco. Sin embargo, altas
concentraciones de NPsCuO pueden provocar problemas de toxicidad a nivel

morfologico, fisioldgico, bioquimico y rendimiento (Adress et al., 2015).
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Cuadro 4.2. Comparacion de medias de las variables peso fresco (PF) y peso

seco (PS) en plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) producidas con aplicacion

foliar de NPsCuO.

NPsCuO PF PS

mg L (9)

Control 808.33 +3.51 48.80 + 1.24
5 810.66 + 2.08 48.93 +1.45
10 811.66 £ 3.51 50.33 £ 0.94
15 814.00 £ 2.00 51.03 £ 1.00
20 811.33+£3.51 50.33 £ 0.57
25 811.33+3.51 50.13 + 0.80

*Valores con letras iguales dentro de cada columna son similares estadisticamente

(Tukey; P < 0.05). NS = no significativo. Los datos se muestran como medias (n= 30) *

desviacion estandar.

4.3 Calidad nutracéutica

4.3.1 Fenoles

Los resultados de andlisis de varianza para la variable de fenoles presento

diferencia estadistica significativa (P < 0.05), por efecto de la aplicacion foliar de

NPsCuO en lechuga. Los mayores valores se registraron con las dosis de 10y 15

mg L1, con medias de 323.41 y 325.00 mg Ac. Galico 100 g PF, este valor supera

en 38.4y 34.2% a los valores registrados en el tratamiento control (Figura 4.2).

52



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Por lo anterior, la aplicacién foliar de concentracion de 10 y 15 mg L™t promueven
un efecto positivo, comportamiento que coincide con lo establecido por Lépez-
Vargas et al. (2019), quienes realizaron aplicaciones foliares de NPsCuO a
concentraciones de 250 mg L en el cultivo de Solanum lycopersicum L. y
obtuvieron frutos de mejor calidad para la dieta humana, debido a la acumulacion
de compuestos bioactivos y la respuesta observada puede estar relacionada con

la formacion de ROS (Especies Reactivas de Oxigeno) debido a las NPsCuO.

En cuanto al incremento de fenoles se debe a que el elemento Cu, estimula
los mecanismos antioxidantes de la planta, es una estrategia factible para manejar
y / 0 mitigar dafio causado por el estrés salino en tomates (Pérez-Labrada et al.,
2019). Asi como también juegan un papel importante en el cultivo, ya que
protegen al fruto de dafios causados por insectos, microorganismos y mejoran la

calidad de color y apariencia de los frutos (Mallek-Ayadi et al., 2019).
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Figura4.2. Efecto de la aplicacién foliar de NPsCuO en el contenido de fenoles en
plantas de lechuga producidas en un sistema NFT. Los datos se muestran como
medias (n= 30) * desviacibn estandar. Barras con letras distintas son

estadisticamente diferentes de acuerdo a la prueba Tukey (P < 0.05).

4.3.2 Flavonoides

Los resultados de andlisis de varianza para la variable de flavonoides
presento diferencia estadistica significativa (P < 0.05), por efecto de la aplicacion
foliar de NPsCuO en lechuga. La mayor concentracion de fenoles se obtuvo con
las dosis de 10 y 15 mg L con medias de 193.92 y 189.70 mg QE 100 g* (PF),
este valor supera en 34.2 y 31.1% con respecto al tratamiento control (Figura 4.3).

Estos resultados obtenidos concuerdan con lo Pelegrino et al. (2021) en su
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investigacion de aplicacion por aspersion foliar de nanoparticulas de CUO NP y S
nitrosoglutation en la mejora de la productividad, fisiolégicos y bioquimicos en la
planta de lechuga en la cual reporta incrementos en el contenido de flavonoides
mismos que mejoran la calidad nutricional de las hojas de lechuga. por otra parte,
resultados similares se han reportado en plantas de chile jalapefio, donde se
muestran que al realizar aplicaciones de Cu NPs + Chitosan-PVA se incrementa

el contenido de flavonoides en un 13% (Pinedo-Guerrero et al., 2017).
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Figura 4.3.  Efecto de la aplicacion foliar de NPsCuO en el contenido de flavonoides
en plantas de lechuga producidas en un sistema NFT. Los datos se muestran como
medias (n= 30) % desviacion estandar. Barras con letras distintas son

estadisticamente diferentes de acuerdo a la prueba Tukey (P < 0.05).
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4.3.3 Capacidad antioxidante

De acuerdo al andlisis de varianza para la variable capacidad antioxidante
presento diferencia estadistica significativa (P < 0.05), por efecto de la aplicacion
foliar de NPsCuO. La mayor concentracion de capacidad antioxidante se obtuvo
con las dosis de 10 y 15 mg L%, con una media de 106.43 y 101.07 mg equiv.
Trolox 100 g* (PF) superando en 28.2 y 21.8% respectivamente al tratamiento
control. Estos resultados coinciden a los reportado por Hernandez- Hernandez et
al. (2019) quienes evaluaron NPsCu y observaron un incremento de la actividad
enzimatica (Capacidad antioxidante) en frutos de tomate (Figura 4.4). Asi mismo
al evaluar dos aplicaciones foliares de NPsCuO en dosis de 25 (mg L) en el
cultivo de Moringa oleifera aumenta la capacidad antioxidante, debido a que la
aplicacion de NPsCuO pueden generar un poco de estrés en la planta, lo que
resulta un incremento de ROS, que a su vez activa el mecanismo de defensa
antioxidante que como resultado la produccion de una serie de compuestos

antioxidantes enzimatico (Juarez-Maldonado et al., 2018).
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Figura4.4.  Efecto de la aplicacion foliar de NPsCuO en la capacidad antioxidante en
plantas de lechuga producidas en un sistema NFT. Los datos se muestran como
medias (n= 30) * desviacibn estandar. Barras con letras distintas son

estadisticamente diferentes de acuerdo a la prueba Tukey (P < 0.05).

4.4 Actividad enzimética

4.4.1 Enzima Peroxidasa y Catalasa.

Los resultados de analisis de varianza para la variable de enzima
peroxidasa presento diferencia estadistica significativa (P < 0.05), por efecto de

la aplicacion foliar de NPsCuO en lechuga. La mayor concentracion de la enzima
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peroxidasa se obtuvo con la dosis de 15 mg L con una media de 1.079 U mL™,
este valor supera en 33.4% con respecto al tratamiento control (Cuadro 4.3).
Datos similares reportan Nair y Chung (2014) al aplicar NPsCuO en plantulas de
Glycine max L. con la concentraciéon de 100, 200, 400 y 500 mg L* de NPsCuO,
encontrando un aumento en nivel de peréxido de hidrogeno y en la actividad de
la enzima peroxidasa. Las peroxidasas representan una familia de isoenzimas

que participan activamente en la oxidacién de ROS (Khan et al., 2014).

En la variable catalasa no se presento diferencia estadistica significativa (P
< 0.05), por efecto de la aplicacion foliar de NPsCuO en lechuga. Efectos que
coinciden con lo reportado por Herndndez- Hernandez et al. (2019), quienes al
evaluar diferentes interacciones de concentraciones de NPs de Sey Cu (1 y 10,
10y 50, 20y 250 mg L) en el cultivo de Solanum lycopersicum L. no observaron
diferencia en la enzima catalasa. Los resultados son consistentes con el trabajo
realizado por Hong et al. (2015) en el cultivo de lechuga donde evaluaron
aplicacion de NPsCuO quienes tampoco no encontraron aumento en las

concentraciones de la enzima catalasa.
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Cuadro 4.3. Comparacion de medias de la actividad enzimética de peroxidasa y
catalasa en plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) producidas con aplicacién
foliar de NPsCuO.

NPsCuO Peroxidasa Catalasa

mg L1 (UmL?)

Control 0.809 + 0.169b" 0.931 +0.145NS
5 0.913 + 0.052ab 0.998 + 0.126
10 0.918 + 0.056ab 1.013 £ 0.091
15 1.079 £ 0.142a 1.015 £ 0.025
20 0.814 + 0.016b 0.984 + 0.093
25 0.801 + 0.013b 0.924 + 0.031

*Valores con letras iguales dentro de cada columna son similares estadisticamente
(Tukey, P = 0.05). NS = no significativa. Los datos se muestran como medias (n= 30) *

desviacion estandar.

4.5 Cobre

Los resultados indican que la aplicacién foliar de NPsCuO en plantas de
lechuga producidas en un sistema NFT, las dosis utlizadas no afecto
significativamente el contenido de Cu (Figura 4.5). Obteniéndose el mayor
contenido Cobre en lechugas tratadas con 25 mg L, con una media de 9.60 ug
kg'1 PS superando al resto de los tratamientos. Estos resultados pueden atribuirse
gue las concentraciones de Cu utilizadas en esta investigacién estan en pequefias
concentraciones por lo cual no se encontré contenidos de cobre en las hojas,

Estos resultados difieren a lo reportado por Xiong et al. (2021) en su investigacion
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Absorcion foliar, biotransformacion e impacto de NPsCuO en Lactuca sativa L.
var. Ramosa, en los cuales ellos reportaron un incremento del contenido de cobre
en las hojas y la raiz de la planta con la aplicacion foliar de las concentraciones
100 y 1000 mg L los cuales pueden ser toxicos para el consumo humano. Asi
mismo Wang et al. (2019) han reportado que las concentraciones arriba de 200 a
400 mg kg* respectivamente incrementan la acumulaciéon de Cu en las raices los
cuales pueden ser toxicos al encontrase restos en brotes y hojas, una alta
concentracion de Cu puede causar un tipo de estrés en la planta y afectar sus

procesos fisiologicos.
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Figura4.5. Efecto de la aplicacién foliar de NPsCuO en el contenido de Cu en plantas
de lechuga producidas en un sistema NFT. Los datos se muestran como medias (n=
30) + desviacion estandar. Barras con letras distintas son estadisticamente diferentes
de acuerdo a la prueba Tukey (P < 0.05).
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V. CONCLUSIONES

La aplicacion foliar de NPsCuO no afecto el rendimiento en el cultivo, sin
embargo, aumento la calidad nutracéutica en las lechugas. La dosis de 15 mg L-
1 de NPsCuO mejoro el contenido de fenoles, flavonoides y capacidad
antioxidante en plantas de lechuga producidas en el sistema NFT. La dosis de 15
mg L de NPsCuO mejoro la actividad enzimatica de la enzima peroxidasa. El
uso de 25 mg L favorecié la bioacumulacion de Cu en las hojas de lechuga. La
aplicacion foliar de NPsCuO podria ser una alternativa para incrementar la calidad

nutracéutica en plantas de lechuga producidas en el sistema hidrop6nico NFT.
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