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[bookmark: _Toc120547239]RESUMEN
[bookmark: _Hlk118126929][bookmark: _Toc96225156]El uso de nanopartículas de quitosán (NPs CS) es una alternativa prometedora en la agricultura moderna, ya que se han demostrado efectos positivos en el crecimiento y desarrollo de los cultivos, además de actuar como un inductor de enzimas antioxidantes y de defensa en las plantas. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de NPs CS en la calidad nutraceútica de brotes de triticale (x Triticosecale Wittmack), lechuga (Laсtuca Sativa L.) y frutos de tomate (Solanum lycopersicum L.). Los tratamientos consistieron en dosis creciente de NPs CS: 0, 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 mg mL-1. Los resultados obtenidos demostraron que las NPs CS en germinados de triticale con una concentración de 0.1 mg mL-1 aumentó el peso fresco del brote hasta 83.3% y en presencia de 0.8 mg mL-1 de las NPs CS los flavonoides aumentan hasta un 29%.  En lechuga la dosis de 0,4 mg mL-1 mejoro el rendimiento hasta en un 24,6 % y 0,1 mg mL-1 de NPs CS aumenta los fenoles totales en un 31,2 % y la capacidad antioxidante en un 34,6%. Además, cuando se aplicaron bajas concentraciones de NPs CS (0.05 y 0.1 mg L-1), se observó un aumento de catalasa en lechuga. En frutos de tomate las dosis medias de NPs CS aumentan el rendimiento, tamaño y firmeza de los frutos; en cambio dosis altas incrementan los compuestos bioactivos y la actividad enzimática. Por lo tanto, se estableció que NPs CS aplicadas de forma foliar presentan un uso potencial como bioestimulante para mejorar de manera sustentable el rendimiento y calidad de cultivos agrícolas.

Palabras clave: Nanopartículas de quitosán, bioestimulante, compuestos bioactivos, actividad enzimática.







[bookmark: _Toc120547240]ABSTRACT

The use of chitosan nanoparticles (CS NPs) has become a promising alternative in modern agriculture, since its effect on growth and inducer of antioxidant and defense enzymes has been demonstrated. The objective of this study was to evaluate the effect of CS NPs on the nutraceutical quality of triticale sprouts (x Triticosecale Wittmack), lettuce (Laсtuca Sativa L.) and tomato fruits (Solanum lycopersicum L.). The treatments consisted of increasing doses of CS NPs: 0, 0.1, 0.2, 0.4 and 0.8 mg ml-1. The results showed that the CS NPs in triticale sprouts at a concentration of 0.1 mg mL-1 increased the fresh weight of the sprout up to 83.3% and in the presence of 0.8 mg mL-1 of the CS NPs the flavonoids increased to 29%. In lettuce, the dose of 0.4 mg mL-1 improved yield by up to 24.6% and 0.1 mg mL-1 of CS NPs increased total phenols by 31.2% and antioxidant capacity by 34. 6%. Furthermore, when low concentrations of CS NPs (0.05 and 0.1 mg L-1) were applied, an increase in catalase was demonstrated in Lettuce. In tomato fruits, the average doses of CS NPs increase the yield, size and firmness of the fruits; On the other hand, high doses increase the bioactive compounds and the enzymatic activity. Therefore, it is established that CS NPs applied foliarly have a potential use as a biostimulant to sustainably improve the yield and quality of agricultural crops.

Keywords: Chitosan nanoparticles, biostimulant, bioactive compounds, enzymatic activity.
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[bookmark: _Toc120547245]1. INTRODUCCIÓN GENERAL
Según la Organización para la Alimentación y la Agricultura (FAO, 2017), se prevé que la población mundial alcance los 10 000 millones para 2050, lo que aumentara la necesidad de alimentos en un 50%, especialmente en los países en desarrollo. Esta situación exige cambios profundos en los sistemas mundiales de producción de alimentos. Investigaciones recientes han demostrado el prometedor potencial de la nanotecnología para mejorar el sector agrícola al aumentar la eficiencia de los insumos agrícolas y ofrecer soluciones a problemas agrícolas y ambientales para mejorar la productividad alimentaria y seguridad (Usman et al., 2020).
Las nanopartículas (NPs) son muy pequeñas pero poderosas y pueden ser utilizadas en diversas actividades agrícolas (Hoang et al., 2022), gracias a las propiedades físicas y químicas, que adquieren a escala nanométrica en comparación con el material de tamaño micro (Hojjat y Hojjat, 2015). Entre estos nanomateriales, las nanopartículas de quitosán (NPs CS), son de gran interés ya que se obtienen gracias a la versatilidad del quitosán y disponibilidad de grupos funcionales (amino -NH2) (Salachna y Zawadzińska, 2014; Kumaraswamy et al., 2018), no toxicidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad (Divya et al., 2019). La sintesis de las NPs CS se puede realizar  diferentes metodologías como: entrecruzamiento por emulsión, emulsión de gotas, coalescencia, precipitación y gelación iónica (Caro-León et al., 2019). Para la selección del método para la síntesis de NPs CS se deben considerar requisitos tales como el tamaño de partícula y forma, estabilidad térmica y toxicidad residual del producto final (Kashyap et al., 2015).
[bookmark: _Hlk104226686]Actualmente las NPs CS son una alternativa para incrementar la acumulación de compuestos bioactivos en los alimentos de origen vegetal, lo cual representa un área de creciente interés debido a los beneficios en la salud humana de estos antioxidantes naturales (Maluin y Hussein, 2020). 
El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de NPs CS en la síntesis y acumulación de compuestos bioactivos en germinados de triticale, lechuga y frutos de tomate, ya que dichos cultivos son importantes para la salud humana ya que forman parte de nuestra dieta. El triticale (x Triticosecale Wittmack) presenta actualmente un incremento interesante de 30% en la producción de alimentos a nivel mundial (Aquino y Gómez, 2019). La lechuga (Laсtuca Sativa L.) es uno de los cultivos horticolas de hoja de mayor importancia económica en el mundo, en México la producción de este cultivo creció 4.5% en el 2020, en comparación con el año anterior (SIAP, 2020), este cultivo se caracteriza por sus propiedades nutricionales y su alto contenido en compuestos antioxidantes (Shatilov et al., 2019). Por otro lado, el interés sobre el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) se debe a que se considera entre los cultivos más importantes del mundo por su valor económico y nutricional (Attia et al., 2021) (Espinosa-Palomeque et al., 2020). 
.
1. INTRODUCCIÓN GENERAL 


[bookmark: _Toc120547246]2. OBJETIVOS
[bookmark: _Toc120547247]2.1 Objetivo general 

Sintetizar, caracterizar NPs CS y evaluar su efecto en germinados de triticale, lechuga y frutos de tomate.  

[bookmark: _Toc120547248]2.2 Objetivos específicos

· Sintetizar y Caracterizar NPs CS mediante diferentes técnicas como: espectroscopía de UV-vis, espectroscopía de infrarrojo por ATR (FTIT-ATR), análisis termogravimétrico (TGA), Rayos X (XRD), microscopía electrónica de barrido (SEM) y tamaño de partícula por dispersión de luz (DLS).
· Evaluar los efectos de las NPs CS en la calidad nutracéutica de germinados de triticale.
· Determinar el efecto de las NPs CS en la calidad nutraceútica y actividad enzimática en cultivos de lechuga.
· Determinar el efecto de las NPs CS en la calidad nutraceútica y actividad enzimática en frutos de tomate.


2. OBJETIVOS

[bookmark: _Toc120547249]3.HIPÓTESIS
· Es posible obtener NPs CS por el método de gelación iónica en relación a parámetros controlados de concentración de Quitosán (PM: 200,000 g / mol) y Tripolifosfato de sodio (TPP).
· La aplicación de dosis bajas de NPs CS afecta el porcentaje de germinación y calidad nutracéutica en germinados de triticale.
· La aplicación de dosis bajas de NPs CS afecta el crecimiento, rendimiento y compuestos bioactivos de hortalizas.











3.HIPÓTESIS

[bookmark: _Toc120547250]4. CAPITULO I.  REVISION DE LITERATURA
[bookmark: _Toc120547251]1.1 La nanotecnología 

La nanotecnología (NT) consiste en la manipulación de la materia a escalas nanométricas y es el resultado de los avances científicos y tecnológicos desarrollados en las últimas décadas (Lira-Saldivar et al., 2018). 
Josep y Morrison (2006) definen la NT como el ensamblaje controlado de moléculas cuidadosamente estructuradas formadas a partir de átomos que son capaces de alterar las propiedades del material, lo que ha permitido la creación de nuevos materiales llamados nanomateriales (NMs), cuyas propiedades fisicoquímicas suelen variar respecto a sus homólogos macro, lo que da nuevas perspectivas, para ello hoy en día, la nanotecnología permite encapsular componentes naturales como los terpenos (Tanaka, 2020). 
La NT ha surgido como un avance tecnológico que puede transformar sectores de la agricultura, la NT en el sector agroalimentario es uno de los campos de más rápido crecimiento que permite innovar y generar tecnología para producir la cantidad y calidad de alimentos suficientes para alimentar a la población mundial (Hamad et al., 2020). 

1.1.1 [bookmark: _Toc120547252]Nanotecnología en agricultura 

Los resultados positivos de la aplicación de varios materiales, en la agricultura han fomentado una mayor utilización de esta tecnología. La aplicación de nanopartículas a tasas pre-optimizadas mejora la germinación de semillas, establecimiento de rodales, crecimiento y formación de rendimiento en varias especies de plantas. Las nanopartículas también imparten tolerancia contra diferentes estreses bióticos y abióticos en las plantas debido a la expresión de genes tolerantes al estrés y proteínas de estrés (Usman et al., 2020). 
Tras la interacción de los nanomateriales con las plantas, se producen varios cambios morfológicos en las plantas dependiendo de la concentración y nnaturaleza del nanomaterial aplicado (Usman et al., 2020). Las nanopartículas tienen muchas ventajas, entre las que incluyen la disponibilidad, la biocompatibilidad y la biodegradabilidad, como sistemas de portadores de agroquímicos que tienen como objetivo el control de plagas y aumentando el rendimiento de los cultivos (Rastogi et al., 2019). 

[bookmark: _Toc120547253]1.2 Quitosán 

Quitina, poli (β-(1-4) -N-acetil-D- glucosamina), es un polisacárido natural de gran importancia, identificado por primera vez en 1884 (Figura 1) (Eichert et al., 2008). El quitosán es un biopolímero natural, seguro y económico producido a partir de la quitina, es el componente principal de exoesqueleto de artrópodos y paredes celulares de hongos y la segunda fuente de carbono renovable después biomasa lignocelulósica. Para la producción industrial, la quitina sólida se empapa en NaOH al 40 %–50 % (p/v). Este proceso elimina más del 80% de los residuos de acetilo y convierte la N-acetil-D-glucosamina en β-1,4-D-glucosamina (Malerba and Cerana, 2016). 
.
[image: ]
Figura 4.1 Estructura química (a) de quitina poli (N-acetil-D-glucosamina) (b) unidades repetitivas de quitosano (poli (D-glucosamina). (c) Estructura de quitosano parcialmente acetilado, un copolímero caracterizado por su grado medio de acetilación (Eichert et al., 2008).

[bookmark: _Toc120547254]1.3 Nanopartículas de quitosán (NPs CS)

Las nanopartículas de quitosán son materiales naturales con excelentes características fisicoquímicas, antimicrobianas y biológicas que los hace amigable con el medio ambiente y poseen bioactividad que no tienen efectos nocivos en los seres humanos (Ruixin, 2018) y se obtienen gracias a la versatilidad del quitosán como no toxicidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad (Divya et al., 2019, Hosseini et al., 2022) y los efectos que se han demostrado en estudios previos en plantas que resultan en la acumulación de compuestos bioactivos relacionados con la defensa antioxidante (Maluin and Hussein, 2020).

[bookmark: _Toc120547255]1.3.1 Síntesis de NPs CS (gelación iónica)

Las nanopartículas de quitosano se pueden sintetizar mediante diversas técnicas: gelificación iónica, coalescencia de gotas de emulsión, precipitación, gelificación ionotrópica, micelas inversas y tamizado dispositivos de liberación controlada a escala nanométrica (Cuadro 4.1). La selección de métodos para la síntesis de nanopartículas de quitosano depende sobre requisitos tales como el tamaño y la forma de las partículas, la estabilidad térmica, el tiempo de liberación de los ingredientes activos y la toxicidad residual del producto final (Kashyap et al., 2015). 
La técnica de gelificación iónica es un método químico para sintetizar micropartículas o NPs basado en interacciones electrostáticas entre iones con diferentes cargas que fue descubierta por Calvo et al. (1997). 








Cuadro 4.1. Ventajas y desventajas de diferentes metodologías para la síntesis de las NPs CS.
	Método
	Ventajas
	Desventajas
	Referencias

	Gelación iónica 
	Procedimiento simple; sin entrecruzamiento químico, reduce el posible  
efecto tóxico de los productos químicos o reactivos utilizados en la síntesis y se tiene un mejor control de la degradación.

	La liberación del ingrediente activo depende del peso molecular, grado de desacetilación y
concentración del quitosán. 

	(Grenha, 2012)

	
Reticulación por emulsión
	Alta eficiencia de carga; liberación con biodisponibilidad mejorada y
tamaño de partícula fácil de controlar.

	Proceso tedioso, utiliza agentes de reticulación fuertes, problema de reactividad del agente activo con agente de entrecruzamiento. 
	(Grenha, 2012, Cota‐Arriola et al., 2013)

	Precipitación 
	Control eficiente del tamaño de partícula y evita el uso de disolventes tóxicos orgánicos. 

	Protección parcial del agente activo cargado

	(Cota‐Arriola et al., 2013)



[bookmark: _Toc120547256]1.3.2 NPs CS como bioestimulante

Numerosos estudios demuestran que una correcta bioestimulación de la planta es muy beneficiosa para prevenir estreses. Civera, (2019) hace mención que una óptima bioestimulación es capaz de activar el metabolismo de la planta para generar y acumular sustancias naturales antioxidantes capaces de enfrentar y anular los ROS que provocan envejecimiento celular prematuro y conllevan mermas en la actividad y metabolismo de la planta. Las plantas poseen un extenso sistema de defensa antioxidante que consta de componentes enzimáticos y no enzimáticos (Llauradó Maury et al., 2020), la maquinaria antioxidante enzimática incluye la superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), deshidroascorbato reductasa (DHAR), glutatión reductasa (GR) y Peroxidasa de guayacol (GPX); y un sistema no enzimático donde se promueve la síntesis de numerosos metabolitos secundarios (ácidos fenólicos, flavonoides, taninos, vitaminas, y terpenoides) que no solo protegen a los diferentes componentes de la célula del daño, sino que también juegan un papel vital en el crecimiento y desarrollo de la planta al modificar procesos celulares como la mitosis, elongación celular, la senescencia y la muerte celular (Das y Roychoudhury, 2014, Carvajal Carvajal, 2019). 

[bookmark: _Toc120547257]1.4 Compuestos bioactivos

La mayoría de las principales enfermedades en las personas que deterioran su calidad de vida son los radicales libres.  Los compuestos bioactivos presentan un potencial beneficio para la salud (Valencia et al., 2017), estos se clasifican en antioxidantes no enzimáticas como el licopeno, los flavonoides, el ácido ascórbico (vitamina C), etc., (Herrera-Flores et al., 2014), y distintas proteínas enzimáticas como glutatión peroxidasa (GPX), catalasa (CAT), superóxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), entre otras, que cumplen con diferentes funciones benéficas y de protección dentro del sistema humano. (León-Calvario, 2018).

[bookmark: _Toc120547258]1.4.1 Ácido Ascórbico (AsA)

Smirnoff (2000) menciona que el ascorbato es el antioxidante más predominante dentro de las células de las plantas, en concentraciones de entre 2 a 25 micromolar (µM). El ácido ascórbico (AsA) desarrolla funciones indispensables en los vegetales, ya que está relacionado con la regulación de la fotosíntesis. Noctor y Foyer (1998) mencionan que el AsA está relacionado en la elongación de raíz, el óptimo funcionamiento de los estomas y la optimización de los mecanismos vegetales para los cambios ambientales (Herrera-Martínez et al., 2013).




[bookmark: _Toc120547259]1.4.2 Licopeno

El licopeno es el pigmento lipofílico que le confiere el color rojo característico a ciertos vegetales y frutas. Es un carotenoide de estructura acíclica, isómero del beta-caroteno que carece de actividad pro-vitamina A (ya que no posee el anillo de beta-ionona) (Valle Rodríguez, 2016). Se ha demostrado la capacidad antioxidante del licopeno, al cual se le atribuyen funciones específicas, como la inhibición de la proliferación celular y su importante capacidad de eliminar el singlete de oxígeno y los radicales peroxilo, derivados del estrés oxidativo (Machín Suárez et al., 2017).

[bookmark: _Toc120547260]1.4.3 Proteínas totales y Capacidad Antioxidante

La actividad antioxidante total va de la mano con el contenido de proteínas totales, ya que la capacidad antioxidante de un alimento depende de la naturaleza y concentración de los antioxidantes y/ proteínas naturales presentes en el alimento, además, la capacidad antioxidante, está ligada directamente con la prevención de enfermedades relacionadas con el sistema oxidativo, como el cáncer (Barrientos Ramírez et al., 2019). Las frutas y las hortalizas son productos ricos en agua, y bajos en proteínas (1 a 4% en general en hortalizas), estudios epidemiológicos refieren una gran asociación entre el consumo de vegetales, frutas, y granos, con la prevención de enfermedades crónico degenerativas (Ilow et al., 2008). 

[bookmark: _Toc120547261]1.4.4 Fenoles 

Los compuestos fenólicos, son considerados antioxidantes no nutrientes, reducen la permeabilidad capilar, y evitan la formación de radicales libres, ya que pueden quelatar iones metálicos, evitando que éstos actúen como catalizadores en las reacciones de formación de dichos radicales. Además de evitar el estrés oxidativo, los compuestos fenólicos ayudan en la actividad anticancerígena y aumentan las comunicaciones intercelulares (Cárdenas-Álvarez, 2019).

[bookmark: _Toc120547262]1.4.5 Flavonoides 

Son moléculas ampliamente distribuidas en las plantas que se consumen comúnmente en las frutas, verduras y bebidas como el vino y él te. Su estructura molecular se caracteriza por un esqueleto de carbono tipo difenil 1, 3-propano que comprende 15 átomos de carbono. Los flavonoides juegan un papel clave en la pigmentación, la defensa química contra los depredadores y la reproducción de las plantas. Varios subgrupos de flavonoides existen en función del grado de instauración y oxidación del heterociclo como son las flavonas, flavanonas, antocianidinas, isoflavonas, etc., (Abbas et al., 2017).

[bookmark: _Toc120547263]1.4.6 Catalasa (CAT)

 La catalasa es una de las enzimas más abundante en la naturaleza. La catalasa está involucrada en la reducción del peróxido de hidrogeno (H2O2) generado durante el metabolismo celular, sin embargo, tiene una baja afinidad por el sustrato, lo que la hace poco eficiente en la eliminación de H2O2, cuando éste se encuentra en concentraciones bajas. En las plantas, la mayoría de la catalasa se localiza en los peroxisomas, donde la concentración del H2O2 es muy alta (Castillo Godina, 2015).

[bookmark: _Toc120547264]1.4.7 Glutatión Peroxidasa (GPX) 

La enzima GPX elimina los peróxidos utilizando glutatión reducido (GSH) como un agente reductor, donde los peróxidos son transformados en agua y alcoholes, respectivamente, y el glutatión en su forma oxidada (GSSG) es reducido nuevamente por la enzima glutatión reductasa, la cual utiliza NADPH como donador de electrones. Se ha demostrado que la enzima GPX está involucrada en los diferentes procesos vegetales, como la diferenciación, muerte programada, regulación del ciclo celular, acumulación de algunos pigmentos, floración, así como en la regulación del crecimiento, y como inductora de genes de defensa (Ogawa y signaling, 2005).

[bookmark: _Toc120547265]1.4.8 Súper Óxido Dismutasa (SOD)

La enzima SOD es uno de los antioxidantes más potentes del cuerpo humano, su reacción inactiva el radical libre superóxido y lo transforma en especies químicas menos reactivas como el O3 y el H2O2 (Carvajal Carvajal, 2019). La SOD convierte el radical superóxido (O2) en H2O2 y O2, y la catalasa o la GPX convierten el peróxido (H2O2), en oxígeno y agua (H2O + O2) (Cuadra‐Crespo et al., 2010). SOD es la enzima que determina las concentraciones de H2O2 y O2, en vegetales y en humanos, y es la responsable de eliminar a los radicales superóxidos presentes (Carvajal Carvajal, 2019).

[bookmark: _Toc120547266]1.5 Vías de absorción y traslocación de las nanopartículas en las plantas

[bookmark: _Hlk115812841]En la Figura 4.2, se muestran las diferentes vías o caminos durante la absorción y translocación de las NPs. Los resultados de Eichert y colaboradores (2008) señalan que la avenida de las NPs por el sistema vascular permite que se transporten a altas velocidades; estos logros científicos soportan la hipótesis de que la penetración de NPs por aperturas estomáticas pueden incrementar la actividad metabólica celular (Lin et al., 2009) logrando así promover el crecimiento y rendimiento de los cultivos de una manera más efectiva (Siskani et al., 2015); causando su efecto en diversas respuestas fisiológicas como el desarrollo de raíz, flores y frutos, así como en expresiones bioquímicas relacionadas con la producción de clorofila, licopeno, catalasa, peroxidasa, etc. (Chen, 2014). Buscando mejorar las formas de penetración y traslocación de diversas NPs en las plantas, se ha demostrado que al aplicar de manera foliar las NPs, se generan pérdidas de hasta 14.7% al usar nebulizador y hasta 32.5% cuando se hacen aplicaciones al sistema radicular (Tarafdar et al., 2012).
[image: ]
Figura 4.2. Vías o caminos durante la absorción y translocación de las nanopartículas (Lira-Saldivar et al. 2018).

El movimiento de las NPs depende del tamaño y superficie del tejido vegetal, ya que las hojas y los frutos tienen una epidermis que está cubierta por la cutícula que regula la entrada de NPs, porque las propiedades permeables de la cutícula, epidermis, tricomas y estomas, dificultan que su penetración sea fácil (Burkhardt et al., 2012). Reportes sobre el uso de NPs en diferentes cultivos han evidenciado que incrementan la germinación y crecimiento de plántulas, su actividad fisiológica, la expresión de los genes y el nivel bioquímico de proteínas y enzimas en las plantas; por lo cual presentan un uso potencial para mejorar de manera sustentable el rendimiento de cultivos agrícolas. 


4. CAPITULO I

[bookmark: _Toc120547267]CAPITULO II
[bookmark: _Toc120547268]Nanopartículas de quitosano mejoran la calidad nutracéutica de germinados de triticale*
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[bookmark: _Toc120547269]2.1 Resumen 

[bookmark: _Hlk118128989]El uso de nanopartículas de quitosán (NPs CS) se ha vuelto una alternativa prometedora en la agricultura moderna como un inductor en la biosíntesis de metabolitos secundarios. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de NPs CS en la calidad nutraceútica de germinados de triticale (x Triticosecale Wittmack). Dosis creciente de NPs CS: 0, 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 mg ml -1 se aplicaron una sola vez en la etapa de imbibición, después se dejaron en cajas Petri durante 7 días a 25 ±2 °C de temperatura. Las NPs CS no afectaron la germinación ni el peso freso de la raíz a las concentraciones probadas, y a la concentración de 0.1 mg mL-1 aumentó el peso fresco del brote hasta 83.3%. En presencia de 0.8 mg mL-1 de las NPs CS los compuestos fenólicos disminuyen un 7% y aumentan 29% los flavonoides. Los resultados confirman un efecto promotor de las NPS CS en los germinados, abriendo la posibilidad de ser utilizadas como inductores en la biosíntesis de compuestos bioactivos en germinados de triticale.
Palabras clave: x Triticosecale Wittmack, metabolitos secundarios, nanotecnología


* Artículo publicado en: Revista Mexicana de Ciencias Agrícolas, volumen 12, número 4, 16 de mayo - 29de junio, 2021. (ANEXO 1).

[bookmark: _Toc120547270]2.2 Introducción 

La nanotecnología es una alternativa en la agricultura moderna al producir agroproductos como nanofertilizantes, nanopesticidas, nanoherbicidas y nanosensores, que permiten incrementar el rendimiento de alimentos de manera sustentable y reducir el impacto ambiental (Lira et al., 2018). 

El uso de nanomateriales es de gran interés para su estudio debido a su tamaño y a las aplicaciones que pueden tener gracias a las propiedades físicas y químicas, que adquieren a escala nanométrica en comparación con el material de tamaño micro (Hojjat y Hojjat, 2015). Entre estos nanomateriales, las nanopartículas de quitosán (NPs CS), son de gran interés ya que se obtienen gracias a la versatilidad del quitosán y disponibilidad de grupos funcionales (amino, -NH2) (Salachna y Zawadzińska, 2014; Kumaraswamy et al., 2018), no toxicidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad (Divya et al., 2019). En este sentido las NPs CS se han vuelto una alternativa prometedora en el cebado de semillas, debido a su actividad biológica alta ya que las NPs CS interactúan en conjunto con la célula viva (Pedroso, 2017; Divya y Jisha, 2018; Souza et al., 2019), provocando así la síntesis de varias biomoléculas como inductores que obligan al germinado a reaccionar ante ellos teniendo como consecuencia que desarrolle una mayor síntesis de metabolitos secundarios (Hidangmayum et al., 2019; Paramo et al., 2020), lo cual se ha demostrado en germinados de tomate, arroz y trigo (Colman et al., 2019; Divya et al., 2019; Li et al., 2019). Por otro lado, los germinados son una fuente de carbohidratos, fibra, vitaminas, nutrimentos esenciales y compuestos bioactivos, los cuales se han relacionado con la prevención y tratamiento de enfermedades. La presencia de estos compuestos, en los germinados, pueden incrementarse por las condiciones de producción, calidad de las semillas y las condiciones de germinación (Dziki et al., 2015). Recientes avances del uso de la nanotecnología en la agricultura permiten tratar de comprender el papel de las NPs CS en germinados de triticale (x Triticosecale Wittmack), ya que este presenta actualmente un incremento interesante de 30% en la producción de alimentos a nivel mundial (Aquino y Gómez, 2019). Las NPs CS son un material prometedor para los tratamientos de semillas, por lo cual el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de las NPs CS sobre la síntesis de compuestos bioactivos en germinados de triticale.

[bookmark: _Toc120547271]2.3 Materiales y métodos 

Este estudio se realizó en un laboratorio de Biotecnología ubicado en el Instituto Tecnológico de Torreón, México en latitud 24 ° 30’ y 27 latitud norte, 102° 00’ y 104° 40’ longitud oeste. 

[bookmark: _Toc120547272]2.3.1 Síntesis de nanopartículas de quitosán (NPs CS)

Las NPs CS fueron sintetizadas por el método de gelación iónica en el Centro de Investigación de Química Aplicada (Saltillo, Coahuila), usando quitosán (Marine, Hydrocolloids, Kerala, India) y tripolifosfato de sodio (TPP) (Sigma-Aldrich, USA) como entrecruzante en una relación de 10:3 v/v de CS: TPP (Kumaraswamy et al., 2018) con forma esférica y un tamaño de partícula de 111 ±21 nm, las cuales se caracterizaron mediante UV-vis observándose una absorción de 195 nm (Figura 4.3) y por espectrofotometría infrarroja (FTIR por ATR) donde se observaron las bandas características de los grupo amino (NH2) a 3 346 cm-1 y carboxilo (C= O) a 1635 cm-1 (Figura 4.4), coincidentes a la estructura química del compuesto (Manikandan y Sathiyabama, 2016).




Figura 4.3. Espectros de absorbancia de NPs CS relación CS:TPP 10:3 v/v.


Figura 4.4. Espectros de FTIR por ATR de NPs CS relación CS:TPP 10:3 v/v.


[bookmark: _Toc120547273]2.3.2 Material vegetal 

[bookmark: _Hlk104489812]Se utilizaron semillas de triticale (x Triticosecale Wittmack), de tamaño uniforme, que fueron desinfectadas con etanol al 75% por 5 min y se lavaron 4 veces con agua destilada (Li et al., 2019). 

[bookmark: _Toc120547274]2.3.3 Ensayo de germinación y medición del crecimiento 

[bookmark: _Hlk104489759]Las semillas fueron divididas en cinco tratamientos principales de diez semillas: (testigo) agua destilada, 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 mg ml -1 de NPs CS (Colman et al., 2019; Li et al., 2019), los tratamientos se aplicaron una sola vez a la semilla durante la etapa de imbibición, las semillas de triticale fueron embebidas con las correspondientes soluciones de tratamiento durante 8 h en la oscuridad.
Posteriormente para la germinación se colocaron diez semillas por caja Petri, las cuales tenían una doble capa de papel de filtro Whatman #1 empapado previamente con 5 mL de agua destilada, las cajas Petri se sellaron con cinta adhesiva y se colocaron en una incubadora de crecimiento artificial (HGZ-150) con un ciclo día/noche de 12 h, a 25 ±2 °C respectivamente, con 60% de humedad relativa (Li et al., 2019).
 La germinación de las semillas se calculó diariamente de acuerdo con los lineamientos de la Asociación Internacional de Pruebas de Semillas (ISTA) y se registraron los parámetros de crecimiento durante 7 días. La germinación de la semilla se verificó cuando la longitud del germen alcanzó la mitad de la longitud de la semilla (Faraji et al., 2018).

[bookmark: _Toc120547275][bookmark: _Hlk104489920]2.3.4 Parámetros evaluados durante el desarrollo del bioensayo

[bookmark: _Toc120547276] 2.3.4.1 Porcentaje de germinación 

Se determinó a los siete días después de la siembra en el segundo conteo, para lo cual se consideró el conteo total de semillas germinadas y el resultado se expresó como se muestra en la siguiente ecuación: 
 		(1)

[bookmark: _Toc120547277]2.3.4.2 Vigor de semillas 

Al cuarto día después de la siembra, se realizó el primer conteo para la toma de datos de semillas germinadas (plántulas que tienen bien desarrolladas la raíz y la plúmula, con desarrollo total de 2 cm en promedio). Para determinar el vigor de la semilla, expresando el resultado en porcentaje según la fórmula: 
              	(2)

[bookmark: _Toc120547278][bookmark: _Hlk104489974]2.3.4.3 Peso fresco, brote y raíz 

Se registró el peso fresco del brote y la raíz en una balanza analítica (ADN modelo HR-200®) para determinar el valor de la biomasa fresca y se reportó en miligramos por germinado (Martinez et al., 2019). 

[bookmark: _Toc120547279]2.3.4.4 Pigmentos fotosintéticos 

El contenido de clorofila (Chl) en germinados de triticale se realizó de acuerdo con el método descrito por Liu et al (Liu et al., 2013). Para lo cual se pesaron 0.5 g de germinados, que fueron homogenizados en un mortero con 10 ml de etanol al 95%. El homogeneizado se centrifugó a 1 500 rpm durante 20 min y se recogió el sobrenadante, para luego medir la absorbancia a 665 y 649 nm, respectivamente. El contenido de Chl se calculó de acuerdo con la fórmula siguiente:



(3)


[bookmark: _Toc120547280]2.3.5 Preparación de extractos para la calidad nutracéutica 

En la obtención de extractos se mezclaron 2 g de muestra fresca en 10 ml de etanol al 80%, con agitación orbital constante por 24 h a 70 rpm y 5 °C. Después los extractos fueron centrifugados a 3 000 rpm durante 5 min y el sobrenadante fue extraído para su análisis (Salas et al., 2016). 

[bookmark: _Toc120547281]2.3.6 Contenido total de fenoles 

Se determinó mediante una modificación del método Folin-Ciocaltea (Singleton et al., 1999), se tomaron 50 µL del extracto etanoico, diluidos en 3 ml de agua destilada y se añadieron 250 µl del reactivo Folin-Ciocalteau (1N), se agitó y dejó reaccionar durante 3 min. Posteriormente 750 µl de Na2CO3 (20%) y 950 µl de agua destilada fueron añadidos, la solución se dejó reposar durante 2 h, para luego ser cuantificadas en un espectrofotómetro UV -Vis a 760 nm. Se usaron soluciones de ácido gálico para construir la curva de calibración. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de ácido gálico (AGE)/100 g de peso fresco.

[bookmark: _Toc120547282] 2.3.7 Flavonoides totales 

Fueron determinados por método colorimétrico (Colina, 2016), se tomaron 250 µl de extracto etanólico, se mezclaron con 1.25 mL de agua destilada y 75 µl de NaNO2 (5%). Después de 5 min de reposo, se agregaron 150 µl de AlCl3 (cloruro de aluminio-1-etil-3-metilimidazolio cloruro (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Posteriormente 500 µL de NaOH (1M) y 275 µl de agua destilada se añadieron, las muestras se agitaron vigorosamente, para luego ser cuantificadas en un espectrofotómetro UV-Vis a 510 nm. El estándar se preparó con quercetina disuelta en etanol absoluto para obtener la curva de calibración. Los resultados se expresaron en mg QE/100 g peso fresco. 

[bookmark: _Toc120547283]2.3.8 Análisis estadístico 

El experimento se realizó mediante un diseño completamente al azar con cinco tratamientos y diez repeticiones. Los resultados obtenidos se analizaron mediante análisis de varianza y comparación de medias con la prueba de Tukey (p≤ 0.05) utilizando el paquete estadístico Statistical Analysis System Institute (SAS) versión 9.3. La normalidad de los datos para cada variable de respuesta se verificó con el test de Kolmogorov-Smirnov, los datos de porcentaje de germinación y las variables de capacidad antioxidante (ambas expresadas como porcentaje) se normalizaron aplicando la transformación de arcoseno y raíz cuadrada.

[bookmark: _Toc120547284]2.4 Resultados y discusión 

[bookmark: _Toc120547285]2.4.1 Germinación de las semillas

 El porcentaje de germinación y el peso fresco son unas de las principales propiedades implicadas en la calidad fisiológica de la semilla (Morales et al., 2017). Los resultados del presente trabajo muestran que las variables del porcentaje de germinación y el peso fresco de la raíz no mostraron diferencia significativa (p> 0.05) a las diferentes concentraciones que fueron aplicadas de NPs CS; sin embargo, causaron diferencia significativa en el vigor y el peso fresco del brote (Cuadro 4.2), siendo que el vigor de la semilla mostró una disminución de 9.75% (0.1 mg ml -1 ), contrario a lo que reportaron Colman et al. (2019) en semillas germinadas de tomate tratadas con 0.1 mg ml-1 , con efectos positivos en el índice de vigor respecto al control.






Cuadro 4.2. Comparación de medias para el porcentaje de germinación, vigor, peso fresco del brote y de raíz de semillas de triticale tratadas con NP CS. 
	NPs CS
	
Germinación
	
Vigor
	Peso fresco de brote
	Peso fresco de raíz

	mg mL-1
	----------------- % -----------------
	-------------------- mg ----------------

	Control
	86 ± 0.89 a
	82 ± 0.81 a
	38.7 ± 0.32 b
	74.2 ± 0.28 a

	0.1
	82 ± 0.85 a
	74 ± 0.86 c
	70.4 ± 0.15 a
	79.6 ± 0.98 a

	0.2
	96 ± 1.02 a
	80 ±0.80 ab
	55.2 ± 0.25 ab
	53.2 ± 0.31 a

	0.4
	88 ± 1.05 a
	76 ± 0.84 c
	64.8 ± 0.58 a
	73.8 ± 0.42 a

	0.8
	88 ± 0.98 a
	80 ± 0.82 ab
	56.0 ± 0.35 b
	56.8 ± 0.45 a


*Valores con letras iguales en cada columna, son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (p ≤ 0.05). Los valores son el promedio de cinco repeticiones. Medias (n = 5) ± desviación estándar.

En cuanto a la acumulación de biomasa el peso fresco del brote aumento hasta 81% con la dosis de 0.1 mg mL-1 lo que confirma el efecto positivo de las NPs CS a concentraciones bajas sobre la germinación de las semillas de triticale, dicho efecto podría atribuirse a la capacidad estimulante de la actividad metabólica de las NPs CS, logrando un aumento del potencial intrínseco en el desarrollo de la semilla con la absorción de las NPs CS (Divya et al., 2019; López et al., 2019), ya sea por imbibición, recubrimiento o cebado de las semillas (Costales et al., 2020). Diversos estudios con concentraciones altas de NPs Cs o CS han descrito una inhibición del crecimiento de las raíces y alternativamente una promoción en la aparición de un número mayor de raíces seminales (Colman et al., 2019; López et al., 2019), como se muestra en la Figura 4.5 atribuyéndoselo a la estimulación de la síntesis de  fitohormonas (López et al., 2019) y a la activación de genes de defensa (Rodríguez et al., 2019) como se ha observado en cultivos como tomate (Colman et al., 2019; Solórzano, 2019), salicornia bigelovii (López et al., 2020) (Lanchimba, 2019), sorgo (Holguin et al., 2020), arroz (Divya et al., 2019) y trigo (Li et al., 2019).
[image: ]
Figura 4.5. Germinación de semillas de triticale en respuesta a la aplicación de NPs CS en concentraciones de: a) Control, b) 0.1, c) 0.2, d) 0.4 y e) 0.8 mg mL-1.

[bookmark: _Toc120547286]2.4.2 Pigmentos fotosintéticos

El contenido de Chl de los germinados mostró que la dosis de 0.2 mg ml -1 de NPs CS tienen efecto significativo, ya que incrementó 59% sobre el control (Figura 4.6). Según el trabajo reportado por Acharya et al. (2020), mencionan que el uso de nanopartículas en cebado de semillas causara toxicidad en los germinados a altas concentraciones, pudiéndose observar una disminución en los pigmentos fotosintéticos (Acharya et al., 2020) por la ruptura de la clorofila y la inhibición de la enzima p-hidroxifenilpiruvato en la biosíntesis de clorofila (Miras, 2018), causado por el estrés provocado por las nanopartículas.

Figura 4.6. Efecto de las NPs CS en el contenido de clorofila en germinados de trigo. 
* Los valores promedio en las columnas con diferentes literales difieren estadísticamente entre ellos (Tukey p ≤ 0.05).

Por lo contrario, en este trabajo se demostró que el cebado con las NPs CS, aumenta los pigmentos fotosintéticos en bajas concentraciones en comparación con el control. Sin embargo, es difícil establecer un modelo de respuesta de los efectos de las NPs en los germinados ya que el efecto depende de la especie, la concentración y el tipo de NPs (Arruda et al., 2015). 

[bookmark: _Toc120547287]2.4.3 Calidad nutraceútica: fenoles y flavonoides totales 

La utilización de NPs CS puede actuar como agente inductor de procesos metabólicos ya que pueden incrementar el contenido de compuestos bioactivos destacado en el desarrollo y efecto estimulante de la producción de metabolitos secundarios (Xoca et al., 2017; Xoca et al., 2019; Montalvo et al., 2020). Los resultados de la presente investigación demuestran que las variables relacionadas con la calidad nutraceútica en el germinado de triticale: fenoles y flavonoides totales son afectados por la dosis alta aplicada de las NPs CS (0.8 mg mL-1) los compuestos fenólicos disminuyeron respecto al control hasta 7% (Figura 4.7 a), y los flavonoides aumentaron en 29% respecto al control (Figura 4.7 b), lo que corrobora el efecto positivo de las NPs CS sobre los germinados de triticale.


Figura 4.7. Efecto de NPs CS sobre el contenido de compuestos fenólicos totales(a), flavonoides totales (b) en germinados de triticale. 

Dichos resultados pueden atribuirse a que las altas concentraciones de NPs CS inducen a una explosión oxidativa inicial con acumulación de peróxido de hidrógeno (H2O2) (Martínez et al., 2015), y se cree que esto puede conducir a la inducción de enzimas de defensa de las plantas y a la síntesis de metabolitos secundarios, como los polifenoles, lignina, flavonoides y fitoalexinas (Malerba y Cerana, 2016) mejorando las respuestas de defensa ante el estrés biótico y abiótico (Hidangmayum et al., 2019). 
Pudiendo ser una alternativa viable para mejorar las propiedades funcionales y biológicas del germinado (Rodríguez et al., 2019); sin embargo, es difícil establecer los efectos de las NPs CS en los germinados ya que varían según la especie vegetal, las etapas de crecimiento, la dosis y a la exposición de las NPs (Medina, 2017).






[bookmark: _Toc120547288][bookmark: _Hlk118126957]2.5 Conclusiones

[bookmark: _Hlk104501012][bookmark: _Hlk104501138]La aplicación de las NPs CS en germinados de triticale a dosis de 0.1 mg mL-1 afecto el peso fresco de brote, pero no el peso fresco de raíz, mientras que dosis de 0.2 mg mL-1 mostró los mejores resultados en porcentaje de vigor y contenido de pigmentos fotosintéticos, lo cual confirma que el cebado de semillas con NPs CS no provoco efectos negativos, además dosis altas de 0.8 mg mL-1 de NPs CS afectan la calidad nutraceútica aumentando el contenido de flavonoides en germinados de triticale. Las NPs CS podrían ser una buena alternativa para mejorar la calidad de los germinados; sin embargo, se necesita más investigación para aclarar los efectos de los NPs CS ya que existen factores que dependen de la especie y la concentración.
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[bookmark: _Toc120547292]3.1 ABSRACT

Biodegradable nanoparticles such as chitosan nanoparticles (CSNPs) are used in sustainable agriculture since they avoid damage to the environment; they increase the productivity and nutritional quality of fruits. The CSNPs used in this study were synthesized by the ionic gelation method using high molecular weight chitosan. By foliar application of the CSNPs at concentrations of 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, and 0.8 mg mL-1 in lettuce crop where an increase in yield, bioactive compounds, and enzymatic activity was observed. Therefore, we consider that CSNPs are a good option for use as biostimulants in sustainable agriculture because they improve the yield and quality of lettuce by increasing the bioactive compounds.

Palabras clave: Chitosan nanoparticles, biostimulant, bioactive compounds, enzymatic activity.




* Artículo enviado: Revista Plants (ANEXO I1).




[bookmark: _Toc120547293]3.2 INTRODUCTION

Modern agriculture requires increasing agricultural production, through the development of innovative technologies that improve agricultural yields, minimize inputs and avoid environmental pollution (Shahrajabian et al., 2021), in this sense nanotechnology through the formulation of nanomaterials such as nanofertilizers, nanopesticides nanoherbicides, and nanosensors, contribute for achieving food security while avoiding environmental pollution (Faizan et al., 2021; Salama et al., 2021). In recent years biopolymers have been widely used for the synthesis of various nanoparticles, among them is chitosan (poly β-(1,4)-N-acetyl-D-glucosamine, CS) with multiple advantages such as non-toxicity, biocompatibility, biodegradability (Divya et al., 2019; Hajihashemi and Kazemi, 2022; Hoang et al.,2022; Hosseini et al., 2022). The CS structured on a nanometer scale (Chitosan Nanoparticles, CSNPs) have the properties of both CS and NPs, surface and interface effects that allow it various applications such as coatings, elicitor in plants, plant protection, loading and release of bioactive molecules (Divya et al., 2019; Hassan et al., 2021). The synthesis of CSNPs can be carried out by different methodologies such as emulsion crosslinking, droplet emulsion, coalescence, precipitation, and ionic gelation. In the selection of the method for the synthesis of CSNPs, requirements such as particle size and shape, thermal stability, and residual toxicity of the final product should be considered (Kashyap et al., 2015). In agriculture, the use of CSNPs has demonstrated positive effects such as, the accumulation of bioactive compounds, which represents an area of growing interest due to the human health benefits of these natural antioxidants (Maluin and Hussein, 2020), as demonstrated in Triticum aestivum L. (Hajihashemi and Kazemi, 2022), Eleusine coracana L. (Sathiyabama and Manikandan, 2021) and Solanum Lycopersicum (Faizan et al., 2021). 
On the other hand, lettuce (Laсtuca Sativa L) is one of the most economically important leafy vegetable crops in the world, in Mexico, the production of this crop grew by 4.5% in 2020, compared to the previous year (SIAP, 2020). This crop is characterized by its nutritional properties, such as its high content of antioxidant compounds (Shatilov et al., 2019). Based on the above, the main of this study was to evaluate the effect of CSNPs on the yield and synthesis of bioactive compounds in the lettuce crop.
[bookmark: _Toc120547294]3.3 RESULTS 

[bookmark: _Toc120547295]3.4.1 Synthesis and characterization of CSNPs 
The CSNPs were obtained by the ionic gelation method employing the electrostatic interaction of chitosan (CS) and sodium tripolyphosphate (TPP). By UV-vis spectroscopy, an absorption band is observed at 195 nm confirming the formation of CSNPs, while by FTIR-ATR the characteristic chemical groups of CSNPs were observed [13].  The synthesized CSNPs showed particle sizes of about 111 ± 21 nm with the 10:3 ratio of CS:TPP (Figure 1a). Thermogravimetric analysis shows the thermal behavior of the CSNPs (Figure 1b). Figure 1c shows the scanning electron microscopy (SEM) images where the CSNPs are observed at nanoscale size.
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Figure 4.8. Characterization of CSNPs: a) particle size distribution by DLS, b) thermal behavior by TGA and c) scanning electron microscopy (SEM). 
[bookmark: _Toc120547296]3.4.2 CSNPs in lettuce crop 

Foliar spraying of CSNPs on lettuce positively affected biomass production (Figure 2), with the average dose of CS NPs (0.2 mg mL-1) increasing the fresh weight of lettuce by 24.6%, and with 0.05 mg mL-1 of CSNPs the dry weight increased up to 31% with respect to the control. 
The biosynthesis of antioxidant compounds was improved by foliar spraying of CSNPs (Table 1), with the CSNPs dose of 0.1 mg mL-1 the antioxidant capacity increased by 34.6%, and phenolic compounds increased by 31.2% with respect to the control.



Figure 4.9. Effect of foliar application of CSNPs on lettuce: a) fresh weight and b) dry weight.  *Different letters above the bar indicate a significant difference (p <0.05) according to the LSD test.











Table 4.3. Effect of foliar spraying of CSNPs on total phenols and antioxidant capacity in lettuce.
	NPs CS
(mg mL-1)
	Total phenolic content (mg GAE 100 g-1 FW)
	Antioxidant capacity µmeq TROLOX/ 100 g (FW)

	0
	259.13 b*
	59.51 b

	0.05
	326.67 a
	56.74 b

	0.1
	340.01 a
	80.15 a

	0.2
	335.04 a
	64.46 a

	0.4
	325.46 a
	72.19 a

	0.8
	296.73 ab
	68.88 a



* Data are shown as mean ±SD. Different letters indicate a significant difference (LSD p ≤ 0.05).

Total protein content was positively affected by foliar application of CSNPs on lettuce (Ta-ble 2), with 0.4 mg mL-1 of CSNPs the highest amount of protein was obtained; when ap-plying low concentrations of CSNPs (0.05 and 0.1 mg mL-1) the highest CAT activity was observed in lettuce and GPX enzyme practically does not change (Table 2).

Table 4.4. Effect of foliar application of CSNPs on total protein content and enzymatic activity of CAT and GPX in lettuce.
	
         NPs CS
(mg mL-1)
	
	Enzymatic activity (U)

	
	Total protein
g kg-1
	CAT
	GPX

	0
	50.45 b
	0.20 b
	0.25 a

	0.05
	74.00 ab
	1.53 a
	0.14 a

	0.1
	74.31 ab
	1.50 a
	0.17 a

	0.2
	71.25 ab
	1.30 ab
	0.24 a

	0.4
	91.22.a
	1.08 ab
	0.20 a

	0.8
	64.31 ab
	1.08 ab
	0.23 a


* Data are shown as mean ±SD. Different letters indicate a significant difference (LSD p ≤ 0.05).

[bookmark: _Toc120547297]3.4 DISCUSSION

Previous studies have shown that the synthesis of CSNPs by ionic gelation is due to the protonated amino groups (NH3+) of chitosan in the acidic medium are electrostatically attracted by the negative phosphate groups of TPP [14-16], the above was demonstrated by characterizing CSNPs using the FTIR-ATR, it was showed the presence of the characteris-tic chemical groups of CSNPs such as the band at 3164 cm-1 due to the vibration of ─OH and ─NH groups [17,18], furthermore, the peaks corresponding to the vibration of ─CONH2 at 1628 cm-1 and 1532 cm-1 due to the interaction of the protonated amino groups of CS with the negative phosphate groups of TPP are observed which confirms the formation of CSNPs [19]. On the other hand, Hoang et al. [6] mention that the size of NPs synthesized by the ionic gelation method is usually larger than 100 nm. Similar results were found with a 10:1 CS:TPP ratio where the CSNPs measured from 126.2 to 167.1 nm [15,20-22] have reported that the particle size depends on the CS concentration, the CS:TPP ratio, the degree of deacetylation (DD) and the molecular weight of the CS used in the synthesis process. 
The thermal behavior of CSNPs shows that the crosslinking of CS increases its thermal stability compared to chitosan from which CSNPs are formed due to the presence of phosphate groups (─P=O and ─P-O) [23], four stages were observed: the first weight loss of 11.97%, which is as a result of the dehydration of the sample considering the removal of water, as well as the loss of short chains of the CS glycosidic bonds, the second weight loss from 200 °C to 600 °C of 39.40%, corresponds to the thermal degradation of the covalent bonds of the CS glycosidic groups with the TPP through dehydration and deamination [24]. In the third stage from 600 °C to 625 °C, a weight loss of only 7.57 % and 32.38% from 625 °C to 700 °C is observed due to the degradation of polysaccharide backbones [25]; fi-nally, a residue of 8.68% remains, which corresponds to metal residues.
Foliar application of CSNPs synergistically allowed the increase in yield, antioxidant ac-tivity, phenolic compounds content, and enzymatic activity of lettuce. The increase in bi-omass production is because the CSNPs have the ability to stimulate plant growth by containing nutrients such as C, O, N, and P, in addition to positively stimulating cell divi-sion and elongation, enzyme activation, and protein synthesis leading to increased yield [26,27]. Similar responses have been reported in Eleusine coracana L. [28] and Solanum Ly-copersicum [2]; however, although CSNPs have been shown to induce numerous responses in plants, these are highly varied, as they depend on the concentration, species and de-velopmental stage of the plant so there is no single dose [29-31]. 
The increase in antioxidant capacity and content of phenolic compounds in lettuce with the application of CSNPs is attributed to the fact that when biostimulants such as CS are applied to a plant it generates reactive oxygen species (ROS) that stimulate the synthesis of defense compounds, such as phenolic compounds, flavonoids, anthocyanins, proline, to-copherols, and carotenoids [5,14,32,33]. Although there are few reports in this regard, the same may occur with the application of CSNPs [14] since CSNPs have the characteristics of CS and the properties of nanoparticles such as surface and interface effect as well as small size [34]. Similar results were reported for antioxidant activity of Triticum aestivum L. [35] with the application of CSNPs, and with CS in Raphanus sativus L. [36]. Furthermore, for the accumulation of phenolic compounds increases have been reported due to the ap-plication of CSNPs in Oryza sativa L. [14] and Rosa damascena Mill [37]. 
Hajihashemi and Kazemi [5] reported an increase in the protein content of Triticum aes-tivum L. with the application of CSNPs. This increase could be attributed to CSNPs strengthening antioxidant systems such as H2O2 removal leading to protein protection [5], proving that CSNPs protect the plant from protein degradation.
It has been shown that CSNPs could induce the formation or synthesis of enzymatic anti-oxidants and H2O2 removal. Hassan et al [8] reported an increase of CAT in basil leaves with the application of CS and CSNPs, CAT is a key enzyme for biological defense as it catalyzes the breakdown of accumulated H2O2 in plants into H2O and O2 which reduces H2O2 damage to fruit and vegetable cells [38]. Probably because as CAT activity increased, accumulated H2O2 also decreased, maintaining GPX activity at a basal level [5]; which could explain why there are no differences in GPX enzyme activity in lettuce treated with CSNPs.








[bookmark: _Toc120547298]3.5 MATERIALS Y MÉTHODS

[bookmark: _Toc120547299]3.5.1 Synthesis of chitosan nanoparticles (CSNPs) 

The CSNPs were synthesized at the Research Center in Applied Chemistry (Saltillo, Mexico). The synthesis was carried out by ionic gelation following the methodology indicated by Kumaraswamy et al. (2018), using chitosan (viscosimetric molecular weight 200,000 g/mol) (Marine, Hydrocolloids, Kerala, India) and sodium tripolyphosphate (Sigma-Aldrich, USA) as crosslinker. CS was prepared at 0.5 % (w/v) in 0.5 % (v/v) acetic acid with constant stirring (200 rpm) and TPP at 0.5 % (w/v) in distilled water. Crosslinking was carried out at a 10:3 v/v ratio of CS: TPP, 0.5 % TPP was added dropwise, under magnetic stirring (600 rpm), and then the solution was centrifuged at 10,000 rpm for 10 min to obtain the CSNPs. Finally, it was washed with deionized water three times, frozen, and dried by lyophilization for further characterization.

[bookmark: _Toc120547300]3.5.2 Characterization of NPs CS

The obtained CSNPs were characterized by different techniques such as UV-Vis spectroscopy, infrared spectroscopy (FTIR by ATR), light scattering (DLS), thermogravimetric analysis (TGA), and SEM scanning electron microscopy.

[bookmark: _Toc120547301]3.5.2.1 UV-Visible Spectroscopy

Five mg of sample were weighed and dispersed in 10 mL of deionized water, then sonicated for 10 min at a frequency of 70% in a ultrasound Branson brand; subsequently, the UV absorbance of the CSNPs was determined by reading in a wavelength range from 190 to 400 nm in a UV-Vis spectrophotometer (Shimadzu, UV-240IPC) to identify the characteristic absorption length of the chitosan nanoparticles.



[bookmark: _Toc120547302]3.5.2.2 Infrared spectroscopy analysis by ATR (FTIR/ATR)

Infrared spectrophotometers of the CSNPs were determined in an FTIR spectrophotometer, Nicolet brand model iS50 FT-IR/ATR, in the range of 400-4000 cm-1 by directly placing the powdered samples on the diamond crystal.

[bookmark: _Toc120547303]3.5.2.3 Particle size determination by dynamic light scattering technique (DLS)

The average size of the CSNPs was determined in a MICROTRAC brand dynamic light scattering (Nanotrac waveII Q); using the same dispersions prepared for UV-Vis employing as reference deionized water for the scattering medium. Five sweeps were performed at a temperature of 25 °C in a time of 45 seconds for each sweep and the average of the measurements was plotted.

[bookmark: _Toc120547304][bookmark: _Hlk101900498]3.5.3.4 Thermogravimetric analysis (TGA)

The thermal stability of CSNPs was determined by thermogravimetric analysis (TA instruments, TGA Q500) at a heating rate of 10 °C/min in N2 atmosphere in a temperature range of 25 to 600 °C.

[bookmark: _Toc120547305]3.5.3.5 Scanning electron microscopy (SEM)

A scanning electron microscope (JEOL-JMS-7401F) was used to analyze the samples. The nanoparticles were dispersed in water and then a few drops were deposited on a conductive sample holder and allowed to dry at room temperature. Micrographs were obtained at magnifications of 9000x.

[bookmark: _Toc120547306]3.5.4 Growing conditions and plant material

Field research was carried out in a tunnel-type greenhouse located at the Department of Horticulture of the of the Autonomous University of Agriculture Antonio Narro (UAAAN), in northern Mexico, at 25° 21' north latitude and 101° 01' west longitude and an altitude of 1790 msl. Seeds of lettuce (Lactuca sativa L.) cv. Isla Parris (Huertas®, La Huerta, Mexico) were germinated on agricultural foam plates. Twenty days after sowing, seedlings were transplanted into 10 L black polyethylene bags with a 2:1 (v/v) Peat moss and perlite mixture. The planting density was six plants per square meter. For crop nutrition, Steiner (1984) nutrient solution was used, applied through a drip irrigation system, making three irrigations per day. In the first week after transplanting, irrigation was with 25% Steiner solution, the second week with 50% Steiner solution, the third week after transplanting with 75% Steiner solution, and from the fourth week until harvest, 100% Steiner solution was applied. The average temperature was 22.4 °C, while the average photosynthetic active radiation was 677 μmol m-2·s-1 and the average relative humidity was 62%.

[bookmark: _Toc120547307]3.5.5 Treatments 

The CSNPs were prepared in deionized water with glycerin and Bionex as dispersing agents, and then were sonicated for six minutes at an amplitude of 50% in a brand Branson ultrasonic to obtain a concentration of 1 mg mL-1. Afterward, solutions were prepared from the previous solution and applied by foliar spraying at the following concentrations: 0 (distilled water), 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, and 0.8 mg mL-1, during the first hours of the morning, three applications were made every two weeks during the crop cycle.

[bookmark: _Toc120547308]3.5.6 Sampling

At 60 days after transplanting (DAT), ten plants per treatment were analyzed, then measured and weighed to determine: head fresh and dry weight, yield, total phenols, antioxidant capacity, enzyme activity, catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPX).

[bookmark: _Toc120547309]3.5.7 Yield

Lettuces were harvested at 60 DAT obtaining the fresh weight by weighing on an analytical balance (Ohaus®, CS5000P), then dried for four days at room temperature and in an oven (ARSA, Model AR-290AD) at 70 ºC for 72 h to obtain the dry weight.

[bookmark: _Toc120547310]3.5.8 Total phenolic content

A stock solution of extract for analysis was prepared, mixing one gram of fresh pulp in 10 mL of ethanol in a plastic tube with a screw cap, which was placed on a rotatory shaker for 24 h at 5 °C and 70 rpm. Afterward, the tubes were centrifuged at 3000 rpm for 5 min, and the supernatant was extracted for analytical tests (Preciado et al., 2020). The total phenolic content was measured using the Folin–Ciocalteau method (Singleton et al., 1999).  Absorbance was measured at 765 nm and was read in a UV-vis spectrophotometer (VE-5100uv- VELAB). The phenolic content was calculated using a standard curve using gallic acid (Sigma, St. Louis, Missouri, USA) as a standard; results were reported in mg of equivalent gallic acid per 100 g of fresh weight (mg Equiv GA·100 g−1 FW), which is the main indicator for this variable.

[bookmark: _Toc120547311]3.5.9 Antioxidant capacity

The antioxidant capacity was determined with the in vitro DPPH+ method (Brand-Williams et al., 1995). For the determination of antioxidant capacity, 50 µL of sample and 1950 µL of DPPH+ solution was mixed, and after 30 min of reaction, the absorbance of the mixture was read at 517 nm in a UV spectrophotometer (Genesys 10). The standard curve was fitted with Trolox (Aldrich, St. Louis, Missouri, USA); results were reported as antioxidant capacity (µM Equiv Trolox-100 g-1 fresh weight (FP).

[bookmark: _Toc120547312]3.5.10 Determination of enzyme activity 

The enzymatic extract was obtained by the following methodology: 200 mg of lyophilized plant tissue (LABCONCO 2.5 Freezone lyophilizer), 20 mg of polyvinylpyrrolidone, and 1.5 mL of phosphate buffer pH 7-7.2 (0.1 M) were placed in a 2 mL Eppendorf tube, centrifuged at 12 000 rpm for 10 min at 4 °C in a microcentrifuge (Labnet Int. Inc., PrismTM C2500-R). The supernatant was collected and filtered on a 0.45-µm pore size PVDF membrane (Ramos et al., 2010).

[bookmark: _Toc120547313]3.5.10.1 Total protein

The total protein concentration (TP) was determined according to Bradford's colorimetric technique (Cheng, et al. 2016). The results were expressed in g protein kg-1 DW. 

[bookmark: _Toc120547314]3.5.10.2 Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) 

CAT activity was determined following the methodology of (Cansev et al., 2011). Its activity was quantified by measuring two reaction times, time 0 and time 1. The reaction was performed at 20 °C and the H2O2 consumption was read at 270 nm in a UV-VIS spectrophotometer (Genesys 10s Uv-VIS, Thermo Scientific). The difference in absorbances was interpolated in the equation of the calibration curve made with H2O2 (20 to 200 mM). The results were reported as specific activity (U mg−1 protein).

[bookmark: _Toc120547315]3.5.10.3Glutatión peroxidase (GPX) (E.C. 1.11.1.9)

The activity of glutathione peroxidase (GPX) (EC 1.11.1.9) was quantified following the methodology of Flohé and Gunzler (1984) and modified by Xue, et al. (2001) using H2O2 as a substrate. The absorbance was read in a UV-VIS spectrophotometer (Genesys 10s Uv-Vis, Thermo Scientific) at 412 nm, calculating the specific activity (U mg−1 proteins) based on the calibration curve made with reduced glutathione (GSH) (0 0.02 to 1 mM).

[bookmark: _Toc120547316]3.5.11 Statistical analysis 

The experiment was conducted in a completely randomized design and to detect statistical differences between treatments analysis of variance and separation of means according to Fisher's LSD test (p≤0.05) was performed with the statistical program InfoStat version 2020.





[bookmark: _Toc120547317][bookmark: _Hlk118126978]3.6 CONCLUSIONS
[bookmark: _Hlk102333932]
The synthesis of CSNPs by the ionic gelation method represents a good option to obtain NPs with particle sizes close to 100 nm, good thermal stability, and biodegradability. The application of CSNPs (0.4 mg mL-1) in lettuce improves yields up to 24.6% and 0.1 mg mL-1 of CSNPs increases total phenols by 31.2% and antioxidant capacity by 34.6%. In addition, when low concentrations of CSNPs (0.05 and 0.1 mg mL-1) were applied, an increase in catalase was observed in lettuce. The foliar application of biodegradable chitosan nanoparticles represents an alternative for increasing yields and obtaining functional foods in sustainable agriculture.
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4. CAPITULO III
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[bookmark: _Toc120547320]Nanopartículas de quitosán mejoran la actividad enzimática y compuestos bioactivos en frutos de tomate

[bookmark: _Toc120547321]4.1 Resumen

Las nanopartículas de quitosáno NPsCS son utilizadas como bioestimulantes naturales en la agricultura sustentable, ya que incrementan la productividad de los cultivos e inducen la síntesis de antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos, protegiendo a la planta del estrés. En este estudio se determinó el efecto de la aplicación foliar de las NPsCS sobre el rendimiento, contenido de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante en frutos de tomate. Las concentraciones de NPsCS evaluadas fueron: 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 mg mL-1. Dosis medias de NPsCS (0.2 mg mL-1) aumentan el rendimiento, tamaño y firmeza de los frutos; en cambio dosis altas (0.8 mg mL-1) incrementan los compuestos bioactivos y la actividad enzimática.  El uso de NPsCS aplicadas de forma foliar presentan un gran potencial para ser utilizadas como biostimulantes para mejorar el rendimiento y obtener alimentos funcionales.
.

Palabras clave: Nanocompuestos, quitosán, bioestimulante, enzimas antioxidantes, Solanum lycopersicum L.


[bookmark: _Toc120547322]4.2 Introducción

El uso de los nano fertilizantes ha mejorado la productividad agrícola, al aumentar el rendimiento y la calidad nutrimental de los cultivos y proporcionar una mayor protección al ambiente (Gondal y Tayyiba, 2022; Khairy et al., 2022). Sin embargo las nanopartículas metálicas pueden causar efectos indeseables (Rizwan et al., 2017), ya que muchas de ellas son altamente tóxicas y contaminan el  ambiente al tener un impacto negativo en la vida de los organismos (Vodyashkin  et al, 2022); debido a lo anterior existe un creciente interés de nanocompuestos ecológicamente amigables (Lira et al., 2018), el quitosán (poly β-(1,4)-N-acetil-D-glucosamina, CS) es un  biopolímero, el cual se puede utilizar para fabricar nanocompuestos con múltiples ventajas como no toxicidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad (Chadha et al., 2022; Sangwan et al, 2023).  Las nanopartículas de quitosán (NPsCS) son muy versátiles, presentan una gran estabilidad, facilidad de preparación y toxicidad mínima (Maluin y Hussein, 2020). Las NPs a base de quitosán se pueden utilizar en múltiples aplicaciones agrícolas como pesticidas, herbicidas, insecticidas y para obtener productos alimenticios de mejor calidad con un mayor rendimiento (Bandara et al.,  2020), además se ha demostrado que las NPsCS pueden aumentar la tolerancia del cultivo al estrés biótico o abiótico (Wang et al.,2021), también pueden actuar como bioestimulantes y como un potente inductor de enzimas antioxidantes (Maluin y Hussein, 2020; Chandrasekaran, et al., 2020), disminuyendo la acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) en las células vegetales, mejorando la tolerancia al estrés, crecimiento y rendimiento de los cultivos (Ishkeh et al., 2021); además se incrementan los antioxidantes naturales en los cultivos, lo cual puede traer beneficios a la salud humana (Ketnawa et al., 2022). 
Por otra parte, el tomate (Solanum lycopersicum L.) es el cultivo más producido y consumido a nivel mundial y se le considera un alimento funcional debido a que es rico en fibras y contienen una gran variedad de minerales y compuestos bioactivos que son beneficiosos para la salud humana (Attia et al., 2021). Con base en lo anterior, el objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la aspersión foliar con NPsCS en el rendimiento y acumulación de compuestos bioactivos en el cultivo de tomate. 



[bookmark: _Toc120547323]4.3 Materiales y métodos

[bookmark: _Toc120547324]4.3.1 Síntesis de nanopartículas de quitosán (NPsCS) 

Las NPs CS fueron sintetizadas en el Centro de Investigación de Química Aplicada, ubicado en Saltillo, Coahuila, México, según lo descrito por (Kumaraswamy et al., 2018). Las NPsCS tienen un tamaño promedio de 111 ± 21 nm y forma esférica, las cuales fueron reportadas previamente por Ramírez-Rodríguez et al. (2021).
 
[bookmark: _Toc120547325] 4.3.2 Condiciones de crecimiento y material vegetal

La investigación fue realizada en un invernadero tipo túnel perteneciente al Departamento de Horticultura de la Universidad Autónoma Agraria Antonio Narro, en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México, ubicado en las coordenadas de 25° 21’ latitud norte y a los 101° 01’ de longitud oeste y una altura de 1790 msnm. Semillas de tomate F1 Hibrido (MARIANA; 90% germinación) (SAKATA), fueron germinadas en placas de espuma agrícola, 20 días después de la siembra, las plántulas se trasplantaron en bolsas de polietileno negro de 10 L con una mezcla de Peat moss y perlita 2:1 (v/v). La densidad de plantación fue de seis plantas por metro cuadrado. Para la nutrición de los cultivos se utilizó la solución nutritiva Steiner (1984) aplicada a través de un sistema de riego por goteo, haciendo tres riegos por día, en la primera semana después del trasplante el riego fue con solución Steiner al 25%, la segunda semana con la solución al 50%, la tercera semana posterior al trasplante con la solución al 75% y la cuarta semana en delante de igual manera con la solución Steiner al 100%. La temperatura promedio fue de 22.4 °C, mientras que la radiación fotosintética activa en promedio fue de 677 μmol m−2·s−1 y la humedad relativa promedio del 62%.

[bookmark: _Toc120547326]4.3.3 Tratamientos 

Las NPsCS se prepararon en agua desionizada con glicerina y Bionex como agentes dispersantes y luego se sonicaron por seis minutos a una amplitud del 50% en un utrasonido marca Branson (1510R-DTH), para obtener una concentración de 1 mg mL-1. Posteriormente, a partir de esta solución se prepararon las soluciones que se aplicaron mediante aspersiones foliares a las siguientes concentraciones: 0 (agua destilada), 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 mg mL-1, durante las primeras horas de la mañana, realizándose cuatro aplicaciones cada 15 días durante el ciclo del cultivo a partir de los 15 días después del trasplante (DDT).

[bookmark: _Toc120547327]4.3.4 Muestreo

A los 100 DDT, se cosecharon diez frutos por tratamiento, luego se midieron y pesaron para determinar: Peso de fruto, diámetro polar, diámetro ecuatorial y firmeza del fruto. Para la cuantificación de compuestos bioactivos se colectaron seis frutos (uno por planta) de tamaño uniforme del tercer racimo. Los frutos de tomate tuvieron un estado de madurez de 6 (rojo claro) (USDA, 1997). 

[bookmark: _Toc120547328]4.3.5 Calidad física del fruto 

A los frutos de tomate se les determino el peso en una balanza analítica (Ohaus®, CS5000P). El diámetro polar y ecuatorial se determinaron con un vernier digital (ASK-500-196-30; Mintutoyo), la firmeza se midió con un penetrómetro Extech (FHT200), para ello, los frutos se colocaron sobre una superficie dura y fija, registrándose el promedio de dos medidas por fruto, para cada repetición y tratamiento.

[bookmark: _Toc120547329]4.3.6 Compuestos Bioactivos

[bookmark: _Toc120547330]4.3.6.1 Preparación de extractos para calidad nutracéutica

La calidad nutracéutica de los frutos se midió como el contenido total de compuestos fenólicos y flavonoides. Se mezclaron dos gramos de pulpa fresca en 10 mL de etanol en un tubo de plástico con tapón de rosca, que se colocó en un agitador rotatorio (ATR Inc., UE) durante 6 h a 5 °C y 20 rpm. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min y se extrajo el sobrenadante para las pruebas analíticas (Preciado et al., 2020).

[bookmark: _Toc120547331]4.3.6.2 Compuestos Fenólicos Totales

El contenido de fenoles totales se midió mediante el método de Folin-Ciocalteau (Singleton, y Lamuela, 1999). De acuerdo con esto, se mezclaron 300 µL de muestra y se agregaron 1080 mL de agua destilada y 120 µL de reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EE. UU.), agitando en vortex durante 10 s. Después de 10 min, se agregaron 0,9 mL de carbonato de sodio (7,5 % p/v), agitando durante 10 s. La solución se dejó reposar a temperatura ambiente durante 30 min y luego se leyó su absorbancia a 765 nm en un espectrofotómetro UV-vis (VE-5100uv-VELAB). El contenido de fenoles se calculó mediante una curva patrón utilizando como patrón ácido gálico (Sigma, St. Louis, Missouri, EE. UU.); los resultados se reportaron en mg de ácido gálico equivalente por 100 g de peso fresco (mg equiv AG·100 g−1 peso fresco (PF), que es el principal indicador de esta variable. Los análisis se realizaron por triplicado.

[bookmark: _Toc120547332]4.3.6.3 flavonoides totales

El contenido total de flavonoides se determinó mediante un método colorimétrico (Zhishen, Mengcheng, y Jianming, 1999). Para ello, se mezclaron 250 µL del extracto etanólico con 1,25 mL de agua destilada en un tubo de ensayo y luego se añadieron 75 µL de solución de NaNO2 al 5%. Después de 5 min, se agregaron 150 µL de solución de AlCl3 al 10% + H2O y se dejó reposar por otros 6 min; luego, se agregó un volumen de 500 µL de NaOH 1 M, más 275 µL adicionales de agua destilada. Todos los componentes se mezclaron mediante agitación vorticial. La absorbancia se midió inmediatamente a 510 nm utilizando un espectrofotómetro UV-vis (VE-5100uv-VELAB). Los resultados se expresaron en mg equivalentes de quercetina por 100 g−1 en peso fresco (mg equiv Q·100 g−1 PF).

[bookmark: _Toc120547333]4.3.6.4 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determinó con el método in vitro DPPH+ (Brand-Williams, Cuvelier, Berset, y Technology, 1995). Para la determinación de la capacidad antioxidante se mezclaron 50 µl de muestra y 1950 µL de solución DPPH+, y después de 30 min de reacción se leyó la absorbancia de la mezcla a 517 nm en un espectrofotómetro UV (Genesys 10). La curva estándar se ajustó con Trolox (Aldrich, St. Louis, Missouri, EU); Los resultados se reportaron como capacidad antioxidante (µM equiv Trolox•100 g-1 PF). 


[bookmark: _Toc120547334]4.3.6.5 Vitamina C

La concentración de vitamina C se determinó mediante el método de Klein y Perry (1982). Para la extracción se agregaron 10 mg de muestra y 1 mL de H3PO4 (0.36 M) y se centrifugaron en una centrífuga Ohaus Frontier FC5515 R (Ohaus Corp., New Jersey, USA) a 5000 rpm por 10 min a 4 °C. Posteriormente, se homogeneizaron 200 μL del sobrenadante y 1,8 mL de 2,6-diclorofenolindofenol (2,6 D) (0,09 M) para su posterior lectura en un espectrofotómetro Thermo Fisher G10S (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.) a una longitud de onda de 515 nm. Los resultados se expresaron como mg g-1 peso seco (PS).

[bookmark: _Toc120547335]4.3.6.6 Licopeno

Con 100 mg de muestra liofilizada y 2 mL hexano se obtiene un extracto que se mezcla en un vortex por 30 seg, después se sonico por 5 min y centrifugo a 4 °C por 10 min a 10000 rpm. El sobrenadante se filtró y se cuantificó a 472 nm. La concentración fue obtenida mediante la curva de calibración previamente trazada con estándar de licopeno (Bunghez et al., 2011). Se realizó una curva con estándar de licopeno marca Sigma-Aldrich pureza 98%. 

[bookmark: _Toc120547336]4.3.7 Preparación de extractos para Proteína total y actividad enzimática

El extracto enzimático se obtuvo mediante la siguiente metodología: en un tubo eppendorf de 2 mL, se colocaron 200 mg de tejido vegetal liofilizado (Liofilizador marca LABCONCO 2.5 freezone), 20 mg de polivinilpirrolidona y 1,5 mL de buffer de fosfatos pH 7-7,2 (0,1 M), se centrifugó a 12 000 rpm durante 10 min a 4 °C en una microcentrífuga (Labnet Int. Inc., PrismTM C2500-R). El sobrenadante se recolectó y filtró en una membrana de PVDF con tamaño de poro de 0,45 micras (Ramos et al., 2010).

[bookmark: _Toc120547337]4.3.7.1 Proteína Total

La concentración de proteína total (PT) se determinó según la técnica colorimétrica de Bradford (Cheng et al., 2016). Los resultados se expresaron en mg g-1 PS.

[bookmark: _Toc120547338]4.3.7.2 Superóxido dismutasa 

Superóxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1): la prueba de superóxido dismutasa se realizó utilizando el kit comercial 19160 SOD determinación (Sigma-Aldrich). Se realizó el ensayo de muestras y blancos, para luego incubar a 37ºC durante 20 min. Finalmente, se leyó a una absorbancia de 450 nm, calculando como U mg−1 proteínas según la fórmula siguiente:




[bookmark: _Toc120547339]4.3.7.3 Glutatión peroxidasa

La actividad del glutatión peroxidasa (GPX) (EC 1.11.1.9) se cuantificó siguiendo la metodología de (Flohé & Günzler, 1984). Se homogeneizaron 200 μL del extracto, 400 μL de GSH (0,1 mM) y 200 μL de Na2HPO4 (0,067 M) y se colocaron en un baño de agua a 25 °C durante 5 min. Luego, se agregaron 200 μL de H2O2 (1,3 mM) para que reaccionara durante 10 min. La reacción se detuvo mediante la adición de 1 mL de ácido tricloroacético (1%) y posteriormente se centrifugó en una centrífuga Ohaus Frontier FC5515 R (Ohaus Corp., New Jersey, EE. UU.) a 3000 rpm durante 10 min a 4 °C. Para determinar la actividad GPX se homogenizaron 480 μL del sobrenadante, 2.2 mL de Na2HPO4 (0.32 M) y 320 μL de DTNB (1 mM) para ser leídos posteriormente en un espectrofotómetro Thermo Fisher G10S (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) a una longitud de onda de 412 nm. Los resultados se expresaron como U g-1 TP, donde U corresponde a mM de equivalentes de glutatión reducido por mililitro por minuto.

[bookmark: _Toc120547340]4.3.8 Análisis estadístico

El experimento se condujo en un diseño completamente al azar con diez repeticiones por tratamiento, considerándose una planta como unidad experimental. Las variables respuesta fueron analizadas mediante un análisis de varianza y donde se detectó diferencia, entre tratamientos se utilizó la prueba LSD de Fisher (p≤0.05) para la separación de medias mediante el programa estadístico InfoStat versión 2020.
.






[bookmark: _Toc120547341]4.4 Resultados y discusión

[bookmark: _Toc120547342]4.4.1 Calidad física del fruto 


La aspersión foliar de NPsCS afectó positivamente el rendimiento, peso, tamaño y firmeza de los frutos de tomate (Cuadro 1), con la dosis 0.4 y 0.8 mg mL-1 de NPsCS se obtuvieron los mayores valores en el rendimiento y peso fresco de fruto con respecto al control con un aumento del 25.9 % y 42% respectivamente. El tamaño del fruto fue afectado con la dosis de 0.8 mg mL-1 de NPsCS el diámetro polar del fruto aumento 25.1% y el diámetro ecuatorial con 0.4 mg mL-1 de NPsCS aumento un 14.4%, ambos respecto al testigo. La firmeza de los frutos de tomate se incrementó con 0.8 mg mL-1 de NPsCS aumentando un 36.9% con relación al tratamiento testigo. El quitosán muestra una gran afinidad hacia las membranas celulares de las plantas, lo que resulta en una mayor reactividad en el sistema de la planta (Maluin y Hussein, 2020), permitiendo la penetración de NPs, lo que incrementa la actividad metabólica celular (Lin et al., 2009) logrando así promover el crecimiento y rendimiento de los cultivos de una manera más efectiva (Siskani et al., 2015). Las NPsCS tienen la capacidad de estimular el crecimiento de las plantas, al contener nutrimentos como el C, O, N y P, además de estimular positivamente la división y alargamiento celular, la activación enzimática y la síntesis de proteínas que conducen a un aumento del rendimiento (Chakraborty et al., 2020; Prajapati et al., 2022). Parvin et al.  (2019) reportaron que con la aplicación de quitosán se incrementa el peso y tamaño de frutos, y consecuentemente el rendimiento en Lycopersicon esculentum Mill. 
Se ha demostrado el efecto bioestimulante del quitosán ya que afecta positivamente el crecimiento y desarrollo de las plantas, al aumentar los reguladores del crecimiento de las plantas, como el ácido indol acético, la giberelina y el ácido abscísico, que protegen a las plantas del estrés oxidativo y aumentan el rendimiento de los cultivos (Akhtar et al., 2022; Malerba y Cerna 2016; Stasińska y Hawrylak, 2022); Sin embargo estas respuestas dependen de la concentración, la especie y etapa de desarrollo de la planta por lo que no existe una dosis única (Balusamy et al., 2022; Hoang et al., 2022; Malerba y Cerana, 2016; Parvin et al., 2019).



Cuadro 4.5 Valores promedios del rendimiento (R), peso de fruto (PF), diámetro polar (DP), diámetro ecuatorial (DE) y firmeza de frutos de tomate por la aplicación foliar de NPsCS.
	mg mL-1
NPs CS

	
R
	
PF
	
DP
	
DE
	
F

	
	g planta-1
	g
	cm
	N

	0
	4198.2 b*
	88.50 b
	67.56 bc
	47.40 b
	56.60 b

	0.05
	4221.11 b
	86.84 b
	68.39 abc
	46.69 b
	50.89 b

	0.1
	3942.6 b
	88.83 b
	62.25 c
	50.98 ab
	73.75 a

	0.2
	4187.8 c 
	91.69 b
	68.86 abc
	48.24 ab
	73.5 a

	0.4
	4367.4 a
	125.69 a
	73.42 ab
	54.26 a
	73.5 a

	0.8
	4437.2 a
	111.43 ab
	77.93 a
	45.87 ab
	77.5 a


. *Valores promedio con diferente literal son significativamente diferentes (LSD P ≤ 0.05).

[bookmark: _Toc120547343]4.4.2 Compuestos Bioactivos

La aspersión foliar de las NPsCS aumentó los compuestos biactivos como la capacidad antioxidante, fenólicos y flavonoides en los frutos de tomate (Cuadro 2), la dosis de 0.8 mg mL-1 de NPsCS aumento un 81.3% la capacidad antioxidante, los fenoles en un 6.6 % y los flavonoides un 38.5 % con respecto al tratamiento testigo. Hajihashemi y Kazemi, 2022, reportan un aumento en la capacidad antioxidante en Triticum aestivum L debido a la aplicación de NPsCS, similar respuesta se obtienen con CS en Raphanus sativus L (Supapvanich et al., 2019). Chandra et al.  (2015) reportaron un aumento de fenoles y flavonoides en Camellia sinensis. Otras investigaciones han reportado un mayor contenido de estos compuestos bioactivos debido a la aplicación de NPsCS en Oryza sativa L (Divya et al., 2020) y Rosa damascena Mill (Ali et al., 2022).  El contenido de vitamina C fue afectado por las NPsCS (Cuadro 2), con la dosis de 0.4 mg mL-1, se logró la mayor acumulación respecto al testigo. La vitamina C puede actuar directamente como antioxidante al atrapar especies reactivas de oxígeno (ROS), revirtiendo o minimizando el daño oxidativo (Sánchez et al., 2006), además desempeña un papel importante en la fotosíntesis como cofactor enzimático (incluida la síntesis de etileno, giberelinas, flavonoides y antocianinas) (Kawashima et al., 2015). Por tanto, la mayor acumulación de vitamina C proporcionará mejor calidad de frutos (Paciolla et al., 2019). La síntesis de licopeno fue afectada por las NPsCS, con la dosis de 0.05 mg mL-1 se incrementa un 145% respecto al testigo (Cuadro 2). El licopeno es un antioxidante desactivador de ROS (Imran et al., 2020). En otros estudios se encontró que la aplicación foliar de CS aumenta del contenido de licopeno en los tomates (Parvin et al., 2019), por lo que se esperaría también un aumento de licopeno debido a la aplicación foliar de las NPsCS. Los resultados obtenidos por la aplicación foliar de NPsCS en el aumento de los compuestos activos se pueden atribuir a que el CS y NPsCS, además de tener una acción bioestimulante, también tienen una actividad elicitora que genera especies reactivas de oxígeno (ROS), lo que estimulan la síntesis de compuestos defensivos de naturaleza antioxidante enzimática y no enzimática (Ishkeh et al., 2021; Singh, 2016; Stasińska y Hawrylak, 2022; Malerba y Cerana, 2016; Wang et al., 2011). De lo anterior se desprende que las NPsCS pueden ser utilizadas en la agricultura como bioestimulante natural con los beneficios anteriormente descritos, además de que propicia la bioacumulación de compuestos bioactivos de gran beneficio para la salud humana.

Cuadro 4.6 Efecto de la aspersión foliar de NPsCS sobre los compuestos bioactivos en frutos de tomate. 
	mg mL-1
NPs CS

	Fenoles totales
(mg equiv GA·100 g−1 FW),
	Flavonoides (mg equiv Q·100 g−1 FW).
	Capacidad antioxidante µmeq TROLOX 100 g-1 (PF)
	Vitamina C
mg kg-1
	Licopeno
mg kg-1

	0
	21.04 ab*
	24.19 b
	30.45 b
	4982.50 ab
	47.72 c

	0.05
	22.4a
	31.71 ab
	30.78 b
	4823.33 b
	117.19 a

	0.1
	20.22b
	34.71 ab
	50.50 a
	4872.33 ab
	79.72 bc

	0.2
	22.21 a
	30.41 ab
	55.06 a
	5030.00 a
	80.11 bc

	0.4
	21.45 ab
	30.41 ab
	45.12 ab
	5030.00 a
	88.54 ab

	0.8
	22.39 a
	40.45 a
	55.23 a
	5003.33 ab
	113.60 a



*Valores promedio con diferente literal son significativamente diferentes (LSD P ≤ 0.05).


[bookmark: _Toc120547344]4.4.3 Actividad enzimática

Las proteínas fueron afectadas positivamente por la aplicación foliar de las NPsCS (Cuadro 3); con la dosis de 0.05 mg mL-1 de NPsCS se obtuvo la mayor cantidad de proteínas. Hajihashemi y Kazemi (2022) reportaron un aumento en el contenido de proteínas de Triticum aestivum L. con la aplicación de NPsCS. Este aumento se podría atribuir a que la aplicación de CS a las plantas provoca estimulación de ROS como el H2O2 y acumulación de proteínas como la quitinasa y activa las enzimas peroxidasa, SOD y CAT (Bandara et al., 2020, Chun y Chandrasekaran, 2019; Li et al., 2015). 

Cuadro 4.7 Efecto de la aplicación foliar de NPsCS sobre el contenido de proteína total y actividad enzimática de SOD y GPX en frutos de tomate.  
	     
    NPs CS
   (mg mL-1)
	Actividad enzimática (U)

	
	Proteína total
        g kg -1
	   SOD
	    GPX

	         0
	      2.46 b
	  1.48 ab
	    1.51 a

	       0.05
	      4.59 a
	  0.85 b
	    1.78 a

	        0.1
	      3.81 ab
	  1.57 ab
	    1.52 a

	        0.2
	      3.44 ab
	  1.05 ab
	    1.59 a

	        0.4
	      4.04 a
	  1.89 ab
	    1.50 a

	        0.8
	      3.56 ab
	   2.34 a
	    1.60 a


 *Valores promedio con diferente literal son significativamente diferentes (LSD P ≤ 0.05).
	
La mayor dosis de NPsCS (0.8 mg mL-1), produjo la mayor actividad de SOD en frutos de tomate (Cuadro 3), sin modificación en la actividad enzimática GPX. El estrés causado por las nanopartículas puede producir ROS (Katiyar, Hemantaranjan, y Singh, 2015), lo que modifica a su vez la actividad de las enzimas antioxidantes, algunos factores de transcripción y las proteínas involucradas en la respuesta al estrés (López-Vargas et al., 2018). La elevada actividad de SOD causada por las NPsCS podría ser responsable del equilibrio, degeneración y eliminación de ROS para proteger la planta del estrés oxidativo (Chun y Chandrasekaran, 2019). Faizan et al. (2021) reportan un incremento en la actividad de SOD en Solanum lycopersicum con la aplicación de NPsCS. Probablemente al aumentar la actividad SOD el H2O2 acumulado también disminuyó, manteniendo la actividad GPX en un nivel basal (Hajihashemi y Kazemi, 2022); lo que podría explicar que no existan diferencias en la actividad de la enzima GPX en frutos de tomate tratados con NPsCS.


[bookmark: _Toc120547345]4.5 Conclusiones

La aspersión foliar de NPsCS aumenta el rendimiento, compuestos bioactivos y la actividad enzimática en frutos de tomate. La dosis media (0.2 mg mL-1) optimizo el rendimiento, tamaño, peso de los frutos; en cambio la dosis alta (0.8 mg mL-1) aumento la biosíntesis de compuestos bioactivos y la actividad enzimática en frutos de tomate. La aplicación foliar de NPsCS puede utilizarse como un bioestimulante natural para aumentar el rendimiento y obtener alimentos funcionales.
.
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· La síntesis de las nanopartículas de quitosán por el método de gelación iónica representa una opción para obtener NPs CS con tamaños de partícula cercanos a los 100 nm, con buena estabilidad térmica y biodegradabilidad. 
· La aplicación de dosis bajas de NPs CS en germinados afectaron el peso fresco de brote, porcentaje de vigor y contenido de pigmentos fotosintéticos y dosis altas afectan positivamente la calidad nutraceútica.
· En lechuga la aplicación de dosis medias incrementa el rendimiento y dosis bajas estimula la síntesis de compuestos enzimáticos y no enzimáticos (Fenoles, capacidad antioxidante y catalasa).
· En frutos de tomate dosis media optimizo el rendimiento, tamaño y peso de los frutos; en cambio la dosis alta aumento la biosíntesis de compuestos bioactivos y la actividad enzimática. 
· La respuesta a la aspersión foliar de NPs CS dependen de la concentración, la especie y etapa de desarrollo de la planta por lo que no existe una dosis única, por lo que es necesario hacer más investigación para dilucidar el efecto de las NPs CS en las plantas. 
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pour (2013) sefiala que las NPsFe aplicadas {
luego transportadas al interior por los hact
del floema mejoré la produccion de flores 3
to del azafran (Crocus sativus). El trabajo de
al. (2010) dejar ver que las NPs magnéticas rc
carbono forman un fluido magnético bioco
biendo podido penetrar facilmente a través
nlantas de cniatro tinos diferentes: friiol aira~
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