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1. RESUMEN

La verdolaga (Portulaca oleracea L.) es considerada en algunas regiones del mundo como
una maleza, pero en México se consume ampliamente dentro de la gastronomia mexicana,
por lo cual, en los Gltimos afios, se ha reportado un aumento en la produccion. Sin embargo,
se ha demostrado que la verdolaga cultivada presenta una disminucion en su contenido
nutrimental y fitoquimico en comparacion con la verdolaga silvestre, reduciendo asi su
calidad intrinseca. Para contrarrestar ese efecto el presente trabajo tuvo como objetivo la
aplicacion de nanoparticulas de selenio (NPs Se) a diferentes concentraciones (0, 5, 25, 50,
250, 500 mg L) en cultivo de verdolaga producida en condiciones de invernadero y evaluar
su efecto sobre las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas
al momento de la cosecha. Se encontrd que verdolagas (NPs a 0 mg L) presentaron un mayor
peso (3.43 g) y longitud (151.30 mm), respecto a las tratadas con NPs de Se, sin embargo,
las verdolagas tratadas con NPs Se mejoraron el en indice de sabor hasta un valor de 1.34.
Respecto a los compuestos bioactivos con actividad antioxidante, la aplicacion de NPs Se a
250 mg L™, indujeron un mayor contenido carotenoides totales (2.72 mg g PS), clorofila
total (33.53 mg g PS) y acido ascorbico (3.51 mg g PS), respecto a las verdolagas control.
Se encontro que la aplicacion foliar a mayor concentracion de Se (NPs Se 500 mg LY), tienen
efecto positivo en la concentracion de flavonoides (35.20 mg EQ g PS) y actividad
antioxidante de acuerdo al ensayo de ABTS (57.03 uM de equivalentes de Trolox g PS).
Los valores mas altos de actividad antioxidante por DPPH (24.264 uM Trolox g* PS) se
observo en la aplicacion de NPs Se a5 mg L. Las NPs de Se incrementaron la actividad del
sistema de defensa antioxidante mediante las enzimas SOD, CAT, APX y POD y con un

menor efecto de las enzimas PPO responsables del oscurecimiento enzimatico y menor



presencia de malondialdehido como indicar de peroxidacion lipidica. De acuerdo a lo
encontrado en este estudio se recomienda la aplicacion de nanoparticulas de selenio a 250
mg L? debido a que mejora el indice de sabor, a la concentracion de compuestos
antioxidantes y el reforzamiento del sistema antioxidante de las verdolagas resultando en una

reduccion de los dafios por estrés oxidativo.



2. ABSTRACT

The purslane (Portulaca oleracea L.) is considered in some regions of the world as a weed,
but in Mexico it is consumed widely, so an increase in production has been reported in recent
years. However, cultured purslane has been shown to have a decrease in its nutritional and
phytochemical content compared to wild purslane. To counteract this effect, the present study
aimed to apply selenium nanoparticles (Se-NPs) at different concentrations (0, 5, 25, 50, 250,
500 mg L) in purslane produced under greenhouse conditions and evaluate its effect on the
enzymatic and non-enzymatic physicochemical and antioxidant properties at harvest. It was
found that control purslane (NPs at 0 mg L) presented a greater weight (3.43 g), length
(151.30 mm), while the purslane treated with NPs improved in flavor index to a value of
1.34. For bioactive compounds with antioxidant activity, the application of Se-NPs at 250
mg L induced a higher total carotenoid content (2.72 mg g* DW), total chlorophyll (33.53
mg g DW) and ascorbic acid (3.51 mg g DW) in purslane. It was found that the higher
concentration of Se (Se-NPs 500 mg L), the greater effect on flavonoid concentration (35.20
mg QE g* DW) and antioxidant activity by ABTS with a value of 57.03 uM of TE g DW.
The highest values of antioxidant activity by DPPH (24,264 uM Trolox g* DW) were
observed in the application of NPs Se at 5 mg L. The NPs increased the activity of SOD,
CAT, APX and POD with a better effect of the PPO and presence of malondialdehyde. The
NPs increased the activity of the antioxidant defense system by the enzymes SOD, CAT,
APX and POD and with a lower effect of the enzymes PPO responsible for enzymatic
darkening and less presence of malondialdehyde as a sign of lipid peroxidation. According
to what was found in this study the application of selenium nanoparticles at 250 mg L-1 is

recommended because it improves the taste index, to the concentration of antioxidant



compounds and the reinforcement of the antioxidant system of purslanes resulting in a

reduction of oxidative stress damage.



3. INTRODUCCION

La verdolaga (Portulaca oleracea L.) es una suculenta la cual es considerada como arvense
0 maleza en algunos paises, con un amplio consumo en zonas de Europa, paises
Mediterraneos y en diversas regiones de la Republica Mexicana. Las partes aéreas de la
verdolaga se utiliza como alimento y se pueden consumir crudas, cocidas o en escabeche la
cual se caracteriza por tener un sabor acido ligero, ademéas se acostumbra su consumo en

ensaladas, sopas y estofados, (Mohamed & Hussein, 1994).

En México de acuerdo a las estadisticas oficiales del SIAP (Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera) reportaron que para el 2022 la superficie nacional destinada
para la produccion de verdolaga fue de 389 ha, de las que se cosecho el 100 % con una
produccion total de 5175.49 t,33 con un rendimiento promedio de 13.30 t ha™* y con un valor
de produccion de poco mas de 26 MDP. De los cuales los principales Estados productores
de México son Ciudad de México, Estado de México, Morelos y Baja California. Debido a
su importancia en la dieta y a su demanda la produccion de verdolaga se ha ido realizando de

manera extensiva reduciendo la colecta de verdolaga silvestre.

Hoy en dia el consumo de alimentos vegetales es importante debido a la cantidad de
compuestos bioactivos que contienen y que tienen un beneficio importante para la salud
humana, y entre estos vegetales, la verdolaga se posiciona como una fuente importante de
estos compuestos bioactivos, sin embrago, estos compuestos pueden variar por multiples
factores (Santiago-Saenz et al., 2018). De acuerdo con Nezmer et al., (2020), en un analisis
comparativo entre verdolaga cultivada y silvestre identifico que los contenidos nutricionales
y fitoquimicos varian, siendo la verdolaga silvestre la que arrojé mayor cantidad de estos

compuestos esto debido al estrés bidtico y abidtico bajo la que se produce. Por otra parte,
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Lira-Saldivar et al., (2018), mencionan que el uso de nanoparticulas de diferentes elementos
que actian como micronutrientes en las platas pueden generar una estimulacion de estrées
similar a la que las plantas silvestres estdn sometidas y que provoca una mayor sintesis de
compuestos bioactivos. Sin embargo, dicho estimulo depende del tipo de nanoparticulas
usado y del método de aplicacién de estas. Ademas, se ha comprobado que la aplicacion de
nanoparticulas con diferentes elementos metalicos como Cu, Fe, Ag, ZnO, Se, entre otros,
favorece el incremento de compuestos bioactivos los cuales brindan beneficios importantes
para la salud humana, teniendo asi cultivos de mayor valor nutracéutico (Juarez-Maldonado

etal., 2018).

Pese a la importancia que tiene la verdolaga, de sus compuestos bioactivos y propiedades
bioldgicas, que contiene, no existen hasta el momento estudios sobre el efecto de la
aplicacion foliar de nanoparticulas de selenio, sobre la calidad fisicoquimica, los compuestos
bioactivos, capacidad antioxidante enzimatica y no enzimatica en el cultivo de verdolaga, por
lo cual el presente trabajo pretendid evaluar la respuesta a la aplicacion de NPs de Se en

diferentes concentraciones.



4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la aplicacion foliar de nanoparticulas Se (NPs Se) sobre la calidad
fisicoquimica, la concentracién de los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante
enzimatica y no enzimética en verdolaga (Portulaca oleracea L.) producida bajo condiciones

de invernadero.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Evaluacién de pardmetros fisicoquimicos (peso, longitud, diametro, pH, sélidos
solubles totales, acidez titulable) en verdolagas tratadas a diferentes concentraciones

de NPs Se (Omg L?, 05mgL? 25mgL? 50mgL? 250 mg Lty 500 mg L™).

» Determinacion de compuestos bioactivos (fenoles, flavonoides, acido ascoérbico,
carotenoides, clorofila y antocianinas) en verdolagas tratadas a diferentes

concentraciones de NPs Se.

> Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo de ABTS""y DPPH’

en verdolagas tratadas a diferentes concentraciones de NPs Se.

» Evaluacioén de la actividad de las enzimas SOD, CAT, APx y POD in vitro por el

efecto de la aplicacion de NPs Se a diferentes concentraciones en verdolagas.

» Determinar la concentracion de malondialdehido, peréxido de hidrogeno y actividad
de la PPO como efecto de dafio por la aplicacion de las NPs Se a diferentes

concentraciones en verdolagas.
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6. HIPOTESIS

La aplicacion foliar de NPs Se a diferentes concentraciones incrementan la calidad
fisicoquimica, concentracion de compuestos bioactivos y respuesta del sistema antioxidante

enzimatico en verdolagas.

7. JUSTIFICACION

La verdolaga (Portulaca oleracea L.) es una planta nativa silvestre de México, se ha utilizado
como alimento desde tiempos prehispanicos y forma parte de la dieta del mexicano, son
capaces de adaptarse a climas adversos bajo condiciones de estrés oxidativo, promoviendo
mecanismos de proteccion observandose en la acumulacion de aminoacidos, sintesis de
compuestos fendlicos y polisacaridos, entre otros. Sin embargo, se ha documentado que
cuando esta se produce bajo condiciones de invernadero, estos compuestos decrecen
considerablemente disminuyendo la calidad intrinseca de este producto. Al respecto se ha
encontrado que la aplicacion foliar de nanoparticulas de Zn y Se, en diferentes cultivos
pueden favor potenciando los compuestos bioactivos, la actividad antioxidante e
incrementado la productividad. Por ello, se propone evaluar el efecto de la aplicacion de
nanoparticulas de Se sobre el contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante

enzimatica y no enzimatica en verdolaga.

11



Etapa 1

8. DIAGRAMA METODOLOGICO

Manejo del cultivo

\ 4

Invernadero del Instituto de Ciencias
Agropecuarias, Universidad Autonoma
del Estado de Hidalgo, Tul ingo,
Hidalgo, el cual se localiza a 20°28'42”
N, 98°51'48” 0

Aplicacion de

Etapa 2

Cosecha
(60 dias)

A

A\ 4

nanoparticulas Se |«
6 tratamientos

35y 55 dias

0, 5,25, 50, 250, 500 mg*L

Y

Se trasladaron al
laboratorio poscosecha
del ICAp de la UAEH

A

Objetivo 1

°© :eso. Variables o Solidos solubles totales
o ?E\gltud i . . w » o Acidez titulable

o Diémetro fisicoquimicas o pH

o Color (L*, Cromay Hue)

Objetivo 2 ! Objetivo 3
compueStos Ultracongelacion, Actividad
antloxidantes '« liofilizacion, molienda, b
no enzimaticos y almacenamiento antioxidante

A4

o Clorofilas
o Carotenoides o ABTSe+
o Acido ascérbico o DPPH-
o Fenoles
o Flavonoides
o Antocianinas
Objetivo 4
Actividad de
enzimas . Marcadores de
- A daio
antioxidantes
° 22? i o M0, |
{0 APX o PPO
{0 POD o MDA
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9. MARCO TEORICO

9.1. Taxonomia y morfologia de la verdolaga

La verdolaga (Portulaca oleracea L.) pertenece a la familia Portulacécea y su clasificacion
taxondmica se muestra en la tabla 1. Es una planta anual, suculenta, extendida, ramificada,
bastante glabra de 10-50 cm de largo. Los tallos son a menudo de color pdrpura. Las hojas
son carnosas Yy planas, obtusas, obovadas, base cuneada, de 1 a 2.5 cm de largo. Las flores
son sesiles, axilares y las cabezas son cerradas o cimosas, los brotes comprimidos. Los

pétalos son cinco, amarillos y tan largo como los sépalos con 8 a 12 estambres (Ross, 2003).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de verdolaga

Reino: Plantae

Subreino: Viridiplantae (plantas verdes)
Infrareino: Spermatophyta (plantas terrestres)
Superdivision: Embryophyta

Division: Tracheophyta (plantas vasculares)
Subdivisién: Spermatophytina (plantas de semilla)
Clase: Magnoliopsida (dicotileddneas)
Superorden: Caryophyllidae

Orden: Caryophyllales

Familia: Portulacaceae

Género: Portulaca

Especie: Portulaca oleracea

Nombre cientifico: Portulaca oleracea L.

Nombre comun: Verdolaga

Fuente: National Library of Medicine
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9.2. Importancia nutricional

9.2.1. Compuestos bioactivos
Se han identificado una amplia gama de compuestos bioactivos en verdolaga, entre lo que
destacan los compuestos fenolicos tales como el kaempferol, quercetina, apigenina, acido
feralico, acido rosmarinico (Cai etal., 2004; Erkan, 2012), acido ascérbico, glutation
(Simopoulos et al., 2004), alcaloides (Liang et al., 2014; Xiang et al., 2005), y flavonoides
como los homoisoflavonoides (Yan et al., 2012). Estas sustancias han exhibido una gran
variedad de efectos benéficos a la salud entre los que se encuentran, la disminucion del dafio
oxidativo (actividad antioxidante) (Al-Quraishy et al., 2012), de esta manera promueven la
reduccidn de la incidencia en patologias como el cancer (Zhao et al., 2018) y enfermedades
cardiovasculares (Zidan et al., 2014). Sin embargo, la concentracion de estos compuestos
bioactivos puede variar de acuerdo al tipo de suelo y condiciones agroclimaticas (Jin et al.,

2018; Shulaev et al., 2008).

9.2.1.1.  Acidos fenélicos
Los acidos fenolicos son importantes metabolitos especializados que se encuentran en las
plantas y que son derivados de los acidos benzoico y cinamico (Chandrasekara, 2018). Son
grupos de acidos carboxilicos que poseen compuestos fenolicos (Kumar & Goel, 2019). En
verdolaga se ha identificado un gran namero de acidos fenélicos como el acido cafeico, &cido
p-cumarico, acido ferulico, acido galico, acido gentisico, acido benzoico y &acido anisico
(Sicari et al., 2018). Santiago-Saenz et al., (2018), mediante un analisis de cromatografia
liquida de alta resolucién cuantificaron (HPLC) la presencia de &cidos cafeico, gélico,

vanilico, feralico y siringico.
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9.2.1.2.  Flavonoides
Se han aislado de la verdolaga varios flavonoides como apigenina, kaempferol, luteolina,
quercetina, isorhamnetina, kaempferol-3-O-glucdsido y rutina (Sicari et al., 2018). Ademas,
se han identificado cinco flavonoides, kaempferol, apigenina, miricetina, quercetina y
luteolina mediante electroforesis capilar con deteccion electroquimica (Xu et al., 2006). Por
otro lado, referente a los estudios a los efectos bioldgicos que se le atribuyen algunos estudios
reportan el uso de quercetina aislada de verdolaga, la cual mejord significativamente el
aprendizaje y la memoria en ratones, lo que sugiere sus efectos neuroprotectores (Lu et al.,
2006). También, se identifico la miricetina y la apigenina por HPLC en verdolaga (Santiago-

Saenz et al., 2020).

9.2.1.3.  Antocianinas
Las antocianinas son compuestos polifendlicos que se encuentran en las plantas como
pigmentos de color rojo, purpura o azul (Khoo et al., 2017). Las antocianinas también son
muy importantes para la salud humana y se ha descubierto que desempefian varias funciones
beneficiosas contra una serie de enfermedades (Valavanidis & Vlachogianni, 2013). Algunas
antocianinas que se han identificado en verdolaga son delfinidina-3,5-glucosido, cianidina-
3,5-glucosido, pelargonidina-3,5-glucosido, delfinidina-3-glucosido, cianidina-3-glucosido

y pelargonidina-3-glucosido (Martins et al., 2016).

9.2.1.4.  Lignanos
Los lignanos son polifenoles formados por la dimerizacion de monolignoles y juegan un
papel defensivo en las plantas contra los microorganismos (Park et al., 2021). La literatura
ha reportado algunos lignanos en verdolaga como: monometil 3,30,4,40-tetrahidroxi-o-

truxinato, siringaresinol, oleralignano, lirioresinol A, ademas se encontro que oleralignano
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era un lignano completamente nuevo formado a partir de él. Por otro lado, el ensayo de
eliminacién del radical DPPH, sugirio que la presencia de los lignanos en verdolaga

promueve una buena actividad antioxidante (Ma et al., 2020).

9.2.1.5. Terpenoides
Los terpenoides, también conocidos como isoprenoides, son compuestos organicos derivados
del isopreno sintetizados en muchos organismos, incluidas las plantas (Tholl, 2015). Dentro
de estos compuestos se ha aislado de verdolaga un portulano que se identificé como un nuevo
diterpeno (Elkhayat et al., 2008). Asi mismo, otros terpenoides identificados son portulosido
A, portulosido B, portulano, lupeol, friedelan, taraxerol, acido portaraxeroico A y acido
portaecaxeroico B siendo estos de importancia dado a su actividad antinflamatoria y

antitumoral (Mir & Ali, 2016).

9.2.1.6. Homoisoflavonoides
Los homoisoflavonoides (HIF) son otro grupo importante de metabolitos especializados que
se encuentran en las plantas (Castelli & Lopez, 2017). Se diferencian de los flavonoides ya
que poseen un carbono adicional que esta ausente en los flavonoides y hasta la fecha se han
identificado mas de 300 HIF en las plantas (Mir & Ali, 2016). Ademas, los
homoisoflavonoides son conocidos por sus actividades antimicrobianas, antimutagénicas,
antiinflamatorias, antidiabéticas y antioxidantes (Abaegaz et al.,, 2007). La verdolaga
presenta HIF como el 5-hidroxi-7-metoxi-3-(20-hidroxibencil)-4-cromanona que ha
mostrado efecto protector de las células  del pancreas ante la apoptosis producida por la

glucosa lo cual sugiere actividad antidiabética (Duan et al., 2009).
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9.2.2. Propiedades bioldgicas
9.2.2.1.  Actividad antioxidante
Los cultivos de verdolaga se pueden utilizar como fuente de minerales y antioxidantes,
especialmente para alimentos funcionales y aplicaciones nutracéuticas (Uddin et al., 2014).
Los antioxidantes son metabolitos secundarios Asi mismo, se demostré que el extracto
metanolico de verdolagas en seis diferentes cultivares presentaron una fuerte actividad
antioxidante (Lim & Quah, 2007). Se han aislado varios compuestos que han demostrado
actividad antioxidante como lo son los alcaloides fendlicos como la oleracea a, by e (Yang

etal., 2018).

Asimismo, como las verdolagas contiene acidos fendlicos, carotenoides, flavonoides,
antocianinas, acido ascorbico y &cidos grasos omega-3 como sus principales compuestos
antioxidantes (Kumar et al., 2022). Por lo cual, se han estudiado los efectos antioxidantes de
la verdolaga y se concluy6 que es un producto natural prometedor para la prevencion de
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y otras crénicas provocadas por el estrés

oxidativo (Mohamed et al., 2019).

9.2.2.2.  Actividad antimicrobiana
Dentro de las propiedades antibacterianas y antifungicas que presenta la verdolaga, El-
Desouky, (2021) encontraron que al aplicar extracto acuoso obtenido de hojas a una
concentracion de 5 mg mL™ se presentd la mayor actividad inhibitoria zona de crecimiento
para A. flavus, A. ochraceus y A. parasiticus. Tambien, se aislé la apigenina, un flavonoide
de la verdolaga y se probd sus propiedades antibacterianas contra ciertos patdégenos
bacterianos como Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Klebsiella

pneumoniae teniendo un mayor porcentaje de inhibicionen comparacion con estreptomicina
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que se usé como control positivo y Salmonella typhimurium y Proteus mirabilis solo

presentando un efecto bacteriostatico (Nayaka et al., 2014).

9.2.2.3.  Actividad antinflamatoria
Con respecto a la actividad antinflamatoria en verdolaga la literatura nos menciona varios
estudios donde se demuestra su potencial como una alternativa a procesos inflamatorios que
ocurren en los humanos (Kumar et al., 2022). EIl extracto etanolico al 10 % de las partes
aéreas de la planta (hojas y tallos) muestra efectos antiinflamatorios y analgésicos
significativos en comparacion con el farmaco sintético diclofenaco sédico como ingrediente
activo de control después de la administracion intraperitoneal y topica, pero no oral (Saheri
etal., 2020). En el analisis realizado en amplia variedad de plantas con propiedades
medicinales y se concluy6 que la verdolaga tiene compuestos que le confieren propiedades

antiinflamatorias (Jin et al., 2018).

Por otra parte, la verdolaga demostro resultados prometedores en un extracto acuoso contra
el liquen plano oral, una enfermedad crénica e inmunomediada (Agha-Hosseini et al., 2010),
ademas, el extracto acuso tiene aplicaciones para regular positivamente la produccion de

citocinas antiinflamatorias(He et al., 2021) .

9.2.2.4. Actividad antihipertensiva
Dentro de la literatura encontramos que la verdolaga presenta actividad antihipertensiva
donde principalmente se ha informado que el extracto acuoso de Portulaca oleracea (hojas
y tallos) producen una relajacion del fondo dependiente de la dosis en conejillos de indias y
constriccion del yeyuno y la aorta del conejo (Mera-Ovando et al., 2011). También, se
demostro que redujo la presion arterial de rata, el extracto etandlico produjo una respuesta de

compresion dependiente de la dosis. Por lo tanto, el extracto puede actuar sobre la fraccion
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postsinaptica a-adrenérgica e interferir con la entrada de calcio transmembrana (Parry et al.,

1993).

9.2.25. Actividad antidiabética
Las investigaciones en verdolaga han demostrado un amplio beneficio en la salud humana
diversos estudios han encontrado que presenta propiedades antidiabéticas (Kumar et al.,
2022), como el efecto proteccion renal del extracto acuoso de verdolaga sobre la inflamacion
en ratones diabéticos tipo 2 con nefropatia acelerada debida a fibrosis renal posterior a este
analisis se realizo en él estudid en pacientes diabéticos. El extracto redujo los niveles de
glucosa en plasma y creatinina en la sangre, y disminuy0 la ingesta de agua y la produccion
de orina. También, se concluyd que el extracto aliviaba la nefropatia diabética al inhibir la
fibrosis renal y la inflamacidn en ratones (Lee et al., 2020). También, se probo el efecto de
extracto acuoso en ratones diabéticos inducido por estreptozoticina mediante la prevencién
del estrés oxidativa ejerciendo efecto inmunomodulador (Samarghandian etal., 2017).
Ademas, las semillas de verdolaga pueden ser eficaces y seguras como tratamiento
complementario para la diabetes tipo 2 debido a su resistencia a los efectos reductores,
hipoglucemiantes, hipolipemiantes y reductores de la insulina, posiblemente debido a su
contenido de acidos grasos poliinsaturados, flavonoides y polisacaridos (Mohamed et al.,

2019).

9.2.3. Aplicaciones pecuarias
La verdolaga no solo se ha probado su uso fitoremediador en humanos; asi mismo, Lin et al.,
(2014), reportaron el buen potencial de la verdolaga como fuente vegetal alternativa de acidos
grasos -3 y ®-6. Por lo cual con fines de mejorar la calidad de las gallinas ponedoras se

adicion de 20 g kg* de verdolaga a la dieta redujo el peso corporal, aument6 la produccion y
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el peso de los huevos y la eficiencia alimenticia (Montoya-Garcia, 2017). Esta adicion
aumento significativamente el consumo humano de acidos grasos omega 3 (C18: 3, -3y
C22: 6, ®-3), pero no modifico las concentraciones de colesterol en los huevos. Ademas, al
adicionar 100 g kg 0 200 g kg* de verdolaga aumentaron el contenido de acidos grasos -

3 en las yemas de huevo sin afectar negativamente su calidad y rendimiento en gallinas Rhode

Island Red (Tian et al., 2015).

9.2.4. Otras propiedades
En verdolaga también se han realizado investigaciones indican que es til en la regeneracion
de ecosistemas, capaz de eliminar biotoxinas de un entorno acuatico, incluida la micocistina-
LR. convirtiéndolo en compuestos de baja toxicidad y tiene la capacidad de eliminar los
derivados del bisfenol de los medios acuéticos. Esta tiene la capacidad de descontaminar

ademas de ser ornamental. (Isobe et al., 2013).

Dado que existen cultivares, la verdolaga también se puede utilizar en jardineria ornamental
con espectaculares exhibiciones de flores. Pero puede ser en agronomia donde tenga una
aplicacion méas importante ya que con establecimiento de mantillo vivo estas presentan
comportamiento interesante. Dando mayores beneficios que otros métodos cuando se utilizan
plantas de Portulaca oleracea, que los mantillos tipicos se utilizan en cultivos como el
brécoli (Ellis et al., 2000). Se ha establecido que el cultivo de verdolaga como planta de
acompafnamiento funciona como biorremediador en condiciones de salinidad. En cultivos,
los tomates absorben menos Na cuando se acompafian con verdolaga (Graifenberg, 2003).
La verdolaga puede ofrecer mas beneficios adicionales siendo un recurso novedoso para otros

cultivos en los procesos de agricultura (Mohamed et al., 2019).

20



9.3. Nanotecnologia

El uso de la nanotecnologia en el sector agroalimentario ha desarrollado una herramienta
novedosa que debido al crecimiento de la demanda de los alimentos han permitido competir,
en una sociedad con incremento excesivo (Juarez-Maldonado etal., 2019). La
nanotecnologia ha mostrado tener una amplia gama de aplicaciones, en la elaboracion de
alimentos se ha utilizado como colorantes, preservantes, conservadores de sabor. Ademas,
en el empaque de alimentos se ha implementado la nanotecnologia para la deteccion de
pesticidas y patdgenos, deteccidn de toxinas, peliculas comestibles, entre otras(Lira-Saldivar

etal., 2018).

9.3.1. Nanoparticulas
Las nanoparticulas, son particulas ultrafinas de tamafio entre 1-100 nandémetros (Juarez-
Maldonado et al., 2019); dependiendo de su tamafio, son similares a las moléculas bioldgicas
tales como las proteinas; y son capaces de pasar a través de las membranas celulares. Estas
membranas poseen poros cuyo diametro se encuentra entre 5-20 nm, por lo tanto, las
nanoparticulas cuyo didmetro se encuentre dentro de esta escala atravesaran con mayor

facilidad (Lira-Saldivar et al., 2018; Ruiz-Torres et al., 2016).

Su interés radica en que a escalas tan pequefias se obtienen propiedades fisicas y quimicas
bastante diferentes que a mayor tamafio. Los elementos quimicos en forma de nanoescala o
nanoparticulas (NP) parecen ser diferentes de los elementos quimicos en forma microscopica

0 macroscopica o en forma ionica. (Firdhouse et al., 2012).

Debido a sus propiedades unicas, las nanoparticulas han ganado rapidamente importancia en

muchos campos de la ciencia y la tecnologia. Pues se utilizan en el sector agroalimentario,
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especialmente para conservacion y envasado, agricultura y gestion de la calidad del agua.
Ademas, de presentarse como un area de oportunidad futura para el mejoramiento de la vida
atil, la calidad de los alimentos, la seguridad y la fortificacion. Las aplicaciones para la
gestion de la calidad del agua incluyen particulas metalicas alimentadas con nanomadera,
fotocatalisis, desalinizacion, eliminacion de metales pesados y nanosensores inalambricos

(Al-Otibi et al., 2022).

9.3.1.1.  Nanoparticulas de selenio (Se)
Se ha demostrado que la aplicacion de nanoparticulas de selenio (NPs SE) mejora la biomasa,
asi como el rendimiento de las hortalizas de algunos cultivos (Gudkov et al., 2020), ademas
de aumentar la cantidad de pigmentos fotosintéticos en hojas lo cual mejora la fotosintesis
en hojas. La aplicacién de nanoparticulas de Se en hortalizas bajo condiciones de estrés salino
puede incrementar de manera sinérgica el contenido de fenoles, flavonoides, - caroteno y
clorofila (Lin & Wang, 2005). También, pueden alterar el sistema antioxidante, regular los
niveles de expresion genética e influir en el metabolismo de las plantas(Manojlovi¢ et al.,

2019).

Por otra parte, el uso de nanoparticulas de selenio como remediacion en cultivos de
Abelmuscus esculentus tratados con aguas y suelos residuales de minas de oro mostrando un
aumento en compuestos lipofilicos, reduciendo el porcentaje de actividad antioxidante por el
radical DPPH (Azeez etal., 2023). Asi mismo, Sheikhalipour et al., (2023), utilizaron
nanoparticulas de selenio y quitosano (NPs Se-C) para revertir los efectos nocivos del estrés
salino en el crecimiento, concentracion de nutrientes y los niveles de traspiracion en
Momordica charantia. También, en un estudio previo en melon amargo (Momordica

charantia) aplicando NPs Se-C encontraron aumento en el rendimiento y la actividad
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enzimatica y no enzimatica, asi mismo redujo el contenido de peroxido de hidrégeno y

malondialdehido (Sheikhalipour et al., 2021).

De acuerdo con El-Saadony et al., (2021) menciona que el uso de nanoparticulas de selenio
para combatir enfermedades de pudricién de la corona y raiz inducidas por especies de
Fusarium que afectan los cultivos de trigo (Triticum aestivum L.) mejoran el crecimiento de
la planta, los pigmentos fotosintéticos y los parametros de intercambio de gases, también,
influyeron sobre la calidad y cantidad de granos que produjo el trigo. Asi mismo, en plantulas
de maiz (Zea mays L.) con aplicacion foliar de nanoparticulas de selenio se encontr6 que
aumentaron las concentraciones de metabolitos promoviendo a su vez el crecimiento de las

plantulas, mejoraron el metabolismo de glutation, carbono y nitrogeno (Wang, et al., 2023a).

En relacion al uso de nanoparticulas de selenio (NPs Se) en maiz (Zea mays L.) en suelos
con presencia de cadmio (Cd). Wang, et al., (2023b), encontraron que la aplicacion de NPs
Se redujo el contenido de Cd, mejoro la actividad antioxidante, reprogramo el metabolismo
de los carbohidratos y el trasporte de membrana para mejorar el crecimiento del maiz.
También, se encontr6 que en frijol mungo (Vigna radiata) aumentaron el nimero de vainas,
el nimero de semillas por la aplicacion de nanoparticulas de selenio, asi mismo, en el grano
mejord el peso, la acumulacion de cerio (Ce) disminuy0, el rendimiento, pero redujo el

contenido de proteina (Kamali-Andani et al., 2023).

La literatura nos menciona que el selenio en nanoparticulas puede interactuar y remplazar la
absorcion de otros elementos esenciales en plantas (de Oliveira et al., 2019). Al aplicar en
Phaseolus vulgaris nanoparticulas de diéxido de selenio aumenté la concentracion de
nitrégeno, fosforo y hierro (Rady et al., 2021). En relacion a esto, (Hussain et al., 2020),
aplicaron NPs Se como una estrategia eficaz para prevenir la disminuciéon de calidad y
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rendimiento en arroz (Oryza sativa L.) en suelos bajo estrés por metales pesados (cadmio y
plomo). Asi mismo, en Brassica napus sometidas a estrés producido por arsénico aplicadas
con nanoparticulas de melatonina y selenio, encontraron que mejoran la capacidad
antioxidante no enzimatica, sino que también mejora la capacidad de eliminacion de los

radicales libres ocasionados por la presencia de metales pesado (Farooq et al., 2022).

Las nanoparticulas de selenio a su vez, aparte de las interacciones con las plantas podrian
cambiar la comunidad microbiana de los suelos y enriquecer la presencia de bacteria
benéficas integrando el equilibrio suelo-planta los cultivos de pimiento (Li etal., 2022).
También, se ha utilizado para mitigar los dafios por estrés salino en algunos cultivos, las
nanoparticulas de selenio podrian aumentar la absorcion del agua en semillas durante la
germinacién, de esta manera, estimulo los pigmentos fotosintéticos, y ajusto la presion
osmotica en la célula manteniendo la eficiencia de la fotosintesis. A su vez, la actividad
antioxidante se elevo y proporcionando mejoras en el proceso de proteccion (El-Badri et al.,
2021). Ademas, en fertilizacion al suelo las nanoparticulas de selenio en tomate en bajas
concentraciones presentaron efecto antifungico rapido y eficaz contra Botrutis cineria,

también mejoraron el crecimiento y la actividad fotosintética (Yuan et al., 2022).

En otro estudio, se encontré que el uso de NPs Se podria generar una estimulaciéon de
fitohormonas para modular los procesos de biosintesis de hormonas vegetales, observable en
la eficiencia del enraizamiento, la altura de la planta, la longitud de las hojas, la biomasa de
las plantulas, el contenido total de clorofilas, también se vio mejorado el sistema antioxidante
enzimatico mejorando el sistema de defensa de la planta al estrés ambiental y aumentando la
tasa de supervivencia en gerberas (Khai et al., 2022). Sin embargo, se reporta en la mayoria

de los estudios donde se usan nanoparticulas de selenio que hay una concentracion en la cual
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puede representar toxicidad a las plantas, pero esto dependera del tipo de cultivo que se esté
manejando y las condiciones a las que este sometido como lo son estrés bidtico y abidtico,
sin embargo, se empiezan a consideran como una alternativa viable para su uso en la

agricultura, deportando el interés sobre su correcta implementacién (Song et al., 2023).
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10. MATERIALES Y METODOS

10.1. Localizacién del experimento

El trabajo de investigacion se llevo a cabo en el invernadero del laboratorio de poscosecha
del Instituto de Ciencias Agropecuarias, Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo en
Tulancingo de Bravo, Hidalgo, el cual se localiza a 20°28°42” N, 98°51°48” O y a una altura

de 2181 msnm.

10.2. Material vegetal y nanoparticulas

Se utilizaron semillas de verdolaga de marca vitalfoods ® semillas para huerto o jardin
ecologicas. Las nanoparticulas de Selenio (NPs Se) se obtuvieron del Centro de Investigacion

en Quimica Aplicada (CIQA) Saltillo, Coahuila.

10.3. Establecimiento del experimento

Las semillas se sembraron en charolas de unicel de 200 cavidades rotuladas por tratamientos.
El sustrato utilizado para la siembra fue una mezcla de peat moss (kekkila profesional ®) y
perlita (Agrolita ®) en relacion 1:1 (v/v). El sustrato se mezclé y posteriormente se
humedecio hasta el punto de saturacién con agua. Después, se llenaron las charolas con la
mezcla del sustrato y finalmente, se realizo6 la siembra depositando una semilla por cavidad,

con una profundidad de siembra de aproximadamente 1 mm.
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15.3.1. Riego
Los riegos durante la germinacion se realizaron por medio de un aspersor manual, con una

pulverizacion fina, y se aplicaron un riego por mafana (08:00 h) y otro por la tarde (18:00

h).

15.3.2. Manejo del cultivo
Se aplico una solucion Steiner la cual fue preparada utilizando nitrato de calcio (Ca(NOz)2),
sulfato de magnesio (MgSO0s), nitrato de potasio (KNO3), sulfato de potasio (K2SOs), fosfato
monopotasico (KH2PO4) y Quelatos al 25% hasta obtener el primer par de hojas verdaderas,

y posteriormente la concentracién aplicada solucion fue modificada al 100%.

10.4. Disefio de tratamientos

El experimento se realizd con diferentes concentraciones de Se y un testigo; el disefio fue de
la siguiente manera: T1 =0 mg L™ NPs Se, T2 =05 mg L™* NPs Se, T3 =25 mg L™ NPs Se,

T4 =50mg LY NPs Se, T5 =250 mg L™ NPs Se y T6 = 500 mg L™t NPs Se.

La aplicacion foliar de las nanoparticulas de Selenio (NPs Se) se realiz6 a los 35 y 50 dias

después de la siembra. Se aplicaron aproximadamente 50 mL por charola.

10.5. Cosechay preparacion de las muestras

Se cosecharon las plantas de verdolaga a los 60 dias después de la siembra, antes de que
inicie la floracién. Una vez cosechadas se trasladaron al laboratorio Poscosecha del ICAp-
UAEH y se seleccionaron procurando que no tuvieran dafios fisicos; posteriormente se
lavaron con agua destilada para proceder a realizar las determinaciones fisicoquimicas (altura

y didmetro de la planta, peso, solidos solubles totales, acidez titulable, pH y color).
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Para la evaluacion de las propiedades funcionales y capacidad antioxidante, las muestras de
verdolaga se almacenaron a -76°C (Ultracongelador THERMO SCIENTIFIC ®, 303)
durante una semana. Después, se liofilizaron (LABCONCO®, Modelo 79480, Kansas City,
MO, EUA) a una presion de vacio de 133 x 10 mBar y una temperatura de -40°C. En
seguida, las muestras se molieron en un molino de cuchillas (Haan®, RTSCH GM 200,
Alemania) a 9000 rpm durante 60 segundos. Finalmente, las muestras se empacaron en bolsas

herméticas negras y se almacenaron a 5 °C hasta su procesamiento.

10.6. Variables de estudio

10.6.1 Determinaciones fisicoquimicas
10.6.1.1 Longitud y didmetro
Se midié de base a punta posicionado verticalmente las verdolagas para medir la longitud y

un vernier digital (Mitotoyo, Digimatic Caliper).

10.6.1.2 Peso
Se pesaron las partes areas (hojas y tallo), con una bascula digital (Ohaus Pro, modelo Scout

Pro SP2001).

10.6.1.3  Sdlidos solubles totales o grados Brix (°Brix)
Para la determinacion de grados °Brix, se utilizo el refractémetro digital (ATAGO, PR-101,

CO LTD) y se expresé como porcentaje de solidos solubles totales (SST) (AOAC, 2005).

10.6.1.4 pH
Se determiné mediante un potenciometro digital (Hanna Instruments, Modelo HI 2211,

Romania) (AOAC, 2005).
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10.6.1.5 Acidez titulable
Acidez titulable se evaluaron de acuerdo a la metodologia de la AOAC (2005), expresando
los datos como porcentaje de acido citrico. El célculo se realiz6 con base a la siguiente

ecuacion:

Ecuacién 1. Acidez titulable

(mL NaOH )(N)( meq) (VT)(100)
(A (@

% Acido Citrico =

Donde:

mL NaOH: gasto de NaOH usados en la titulacion

N: Normalidad quimica de NaOH

Meq: miliequivalente de acido citrico

P: peso de la muestra utilizada (g)

A: alicuota del jugo (mL)

V/T: volumen total

10.6.1.6  indice de sabor

Se determin6 mediante la ecuacion propuesta por Herndndez-Suarez et al., (2008).
Ecuacion 2. indice de sabor
(° Brix)

Indice de sabor = m + AT

donde:

° Brix: grados brix
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AT: acidez titulable

10.6.1.7 Color
Las mediciones de color se realizaron en un colorimetro (Minolta, CM-508d, Osaka, Japén).
Se obtuvieron los parametros de color L*, a*, b*. Los valores a* (verde valores negativos a
rojo valores positivos) y b* (amarillo valores positivos a azul valores negativos) se utilizaron
para calcular el angulo Hue (h°) y el valor de croma (C). Para el célculo de h°y C, se

utilizaron las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 3. Angulo hue

*

h° = tan™! (b—*)

Ecuacion 4. Croma
C=Va*2+b*2
10.6.2 Compuestos bioactivos
10.6.2.1 Fenoles totales
Los fenoles totales se determinaron por el método de Folin-Ciocalteu descrito por Waterman
et al. (1994). Del sobrenadante de cada una de las muestras se tomaron 0.5 mL del extracto
y se agrego el reactivo de Folin-Ciocalteu diluido con agua destilada, se dejo reposar por 7
min, se agregd 1.5 mL de carbonato de sodio al (7.5%) y agua destilada, posteriormente se
dej6 reaccionar en completa oscuridad durante 1 h. finalmente se midi6
espectrofotométricamente la absorbancia a 725 nm (espectrofotometro UV-Vis, Jenway,
6715, EUA). Se elaboro una curva de calibracion con una solucion patron de &cido géalico a
una concentracion (1000 mg LY). Los resultados se expresaron en mg EAG g de peso seco

(PS).
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10.6.2.2  Flavonoides
El contenido de flavonoides se determind de acuerdo al método de Sanchez-Rodriguez et al.
(2012), para ello se tomaron 0.5 mL del extracto, se le agregd 2 mL de agua destilada, mas
0.15 mL de NaNO: (5%) la mezcla se reposé durante 5 min en la obscuridad y se agregaron
0.15 mL de AICI3::6H,0 al (10%) y 1 mL de NaOH (1M), esta solucién se dejo reposar por
15 min. Se midio espectrofotométricamente la absorbancia a 415 nm (espectrofotometro UV-
Vis, Jenway, 6715, EAU). El contenido total de flavonoides se determind usando una curva

estandar de quercetina. Los resultados se expresaron mg EQ g™* peso seco (PS).

10.6.2.3  Acido ascorbico
La determinacion del acido ascorbico se realiz6 por el método de Klein & Perry, (1982). La
muestra se mezcl6 con 10 mL &cido metafosférico durante 45 min a 4°C en agitacion
constante, se centrifug6 a 5000 xg. Del sobrenadante se tomé 1 mL, se mezclé con &cido 2,6-
diclorofenol-indofenol, posteriormente se midié la absorbancia a 515 nm. Los resultados se

expresaron como mg EAA g peso seco (PS).

10.6.2.4 Carotenoides
Los carotenoides se determinaron de acuerdo a la metodologia propuesta por Fish et al.,
(2002). En un vial ambar se agregd 5 mL de BHT (Butilhidroxitolueno) al 0.05% (p/v) en
acetona, 5 mL de etanol al 95% y 10 mL de hexano. Después, se afiadié 0.1 g de muestra
liofilizada, se mezclaron por medio de agitacion a 180 rpm durante 15 min. Posteriormente,
se agregaron 3 mL de agua destilada y se agitaron las muestras nuevamente durante 5 min.
Finalmente, las muestras se dejaron en reposo durante 5 min a temperatura ambiente. La
medicion se realizo espectrofotométricamente de absorbancia se realizo a 508 nm para

carotenoides rojo y 475 nm para carotenoides amarillos (espectrofotometro UV-Vis, Jenway,
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6715, EUA). Los valores de medicion de carotenoides rojos y amarillos se expresaron en mg

g! peso seco (PS).

10.6.2.5 Clorofila
Se determind la clorofila a, b, y total (Chl a; Chl b; Chl t) de acuerdo a la metodologia descrita
por Feung et al. (1971) ,. El solvente utilizado para la preparacion de la muestra fue acetona
al 80%. La absorbancia de la muestra se midié espectrofotométricamente a 645 y 663 nm
(espectrofotémetro UV-Vis, Jenway, 6715, EUA). Los resultados se reportaron en mg de

clorofila por g de peso seco (PS).

10.6.2.6  Antocianinas
Para la determinacion de antocianinas se empleé el pH diferencial de acuerdo a Giusti &
Wrolstad, (2001). Se prepararon reactivos de cloruro de potasio a 0.025 M (pH de 1.0) y
buffer de sodio a 0.4 M (pH de 4.5). Se tomaron 500 pL de la muestra y se vertieron en 2
tubos con capacidad de 15 mL con los reactivos: El tubo No. 1 con 4.5 mL de cloruro de
potasio y en el tubo 2 con 4.5 mL de acetato de sodio. Posteriormente se agitaron en un
vortex para dejarlos en reposo a 25 °C durante 15 min. Luego se tomaron 200 pL de cada
tubo para su lectura. La absorbancia se medié a 510 nm y 700 nm (Espectrofotometro, UV-
Vis, Jenway, 6715, EUA) para ambos tubos, en donde se empled la siguiente ecuacion para

el célculo de antocianinas:
Ecuacién 5. Antocianinas totales

o mg (A * MW = DF % 10,000)
Antocianinas totales (T) = (€ * T¢)
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Donde:

A: absorbancia de la resta entre valores (510-700 nm) correspondiente a cloruro de potasio

menos la absorbancia de la resta de valores (510-700 nm) de acetato de sodio
MW: tamafio de cianidina-3-glucosido (449.2 g/mol)

DF: factor de (1:100)

€: de absortividad molar (26,900 L/cm/mg)

Tc: tamafio de la celda (1 cm).

10.6.3 Actividad antioxidante no enzimatica

10.6.3.1 Método DPPH-" (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
Para determinar la actividad antioxidante por medio de DPPH" se utiliz6 la metodologia
propuesta por Brand-Williams et al. (1995). Se prepar6 una disolucion etandlica al 6 x 10°
M de DPPH" la cual se colocd en agitacidn constante durante 2 horas en completa oscuridad.
Posteriormente a una muestra del sobrenadante se le agregaron una concentracién conocida
de la disolucion metanolica con DPPH, se agitd durante 15 s y se dejaron en reposo en
completa oscuridad por un lapso de 1 h a 4°C, posteriormente se midio
espectrofotométricamente la absorbancia a 517 nm (espectrofotdémetro UV-Vis, Jenway,
6715, EUA). Para la obtencion de resultados se prepard una curva patrén de Trolox. Los
resultados se expresaron como pmol ET gt de peso seco (PS).

10.6.3.2 Método de ABTS™" [2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolin-6-

sulfonico)]

La actividad antioxidante mediante ABTS', se determiné por el método descrito por (Re

etal., 1999). El radical ABTS"" se produjo de la siguiente manera: se mezcld una solucién 7
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mM de ABTS™ con persulfato de potasio 2.45 mM, la mezcla se mantuvo en agitacion
constante y a temperatura ambiente en la oscuridad durante 16 horas. La solucion de ABTS™*
se diluy6é en metanol absoluto hasta obtener una absorbancia de 0.7 + 0.02 a 734 nm. Se
mezcld la muestra con cantidad conocida de la solucién de ABTS'" diluido y se dejo6 reposar
durante 6 min. Transcurrido el tiempo se midio la absorbancia a 734 nm (espectrofotometro,
modelo 6715 UV/Visible, Jenway, Techne Inc, EUA). Para la obtencién de resultados se
prepar6 una curva patron de 0 a 15 uM de Trolox. Los resultados se expresaron como pmol

ET g* de peso seco (PS).

10.6.4 Actividad antioxidante enzimatica
10.6.4.1 Actividad del superéxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1)
La actividad superoxido dismutasa, se evalué de acuerdo al método propuesto por Balois-
Morales et al., (2007). Se mezclé una muestra de verdolaga conocida con 5 mL de una
solucidn extractora de buffer de fosfatos, pH 7.8 a 0.05 M, la cual fue centrifugada a 10,000
Xg durante 15 minutos a 4 °C. La mezcla para la determinacion de la SOD consistio en
sobrenadante, buffer de fosfatos, pH 7.8, 0.05 M, EDTA 0.1 mM, L-metionina 12 mM, NBT
0.075 mM vy riboflavina 0.002 mM. Esta mezcla se dejo reaccionar por 15 min con una
lampara con luz fluorescente de 20 watts, pasado el tiempo se procedid a leer las absorbancias
a 560 nm. El contenido de proteinas se determind mediante el método de Bradford (1976),
utilizando albumina de suero bovino (BSA) como estandar. Los resultados se expresaron en
unidades internacionales por gramo de proteina (U mg™ de proteina), donde 1 U es la

cantidad de enzima necesaria para causar el 50% de la inhibicidn de la reduccion de NBT.
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10.6.4.2 Actividad de la catalasa (CAT; EC 1.11.1.6)
La actividad de la catalasa, se determind de acuerdo al método descrito por Balois-Morales
et al., (2007), con algunas modificaciones. A una muestra liofilizada, se afiadieron 5 mL de
una solucién tampon de fosfato de sodio 25 mM, pH 7.8, posteriormente fue centrifugado a
10,000 xg a 4 °C durante 15 minutos. La mezcla de reaccién consistio en buffer de fosfatos
25 mM, pH 7.8, EDTA 0.8 mM, extracto enzimatico (sobrenadante) y H>O> a 20 mM. El
cambio de absorbancia fue registrado durante 3 min a 240 nm. Lo resultados se expresaron

en unidades internacionales por gramo de proteina (U mg™ de proteina).

10.6.4.3 Actividad del ascorbato Peroxidasa (APx; EC 1.11.1.11)
Se determind la actividad de la enzima ascorbato peroxidasa de acuerdo al método propuesto
por Proietti et al., (2013), con ligeras modificaciones. Para la extraccion de la enzima se
utiliz6 buffer de potasio 50 mM, pH 7.0, el cual fue mezclado con una muestra conocida de
verdolaga liofilizada posteriormente fue centrifugada a 12,000 xg durante 20 minutos a 4 °C.
Para la reaccion se mezcl6 buffer de potasio, pH 7.0, 50 mM, ascorbato sodico 10 mM,
extracto enzimatico y H202 a 30 mM. Se evalu6 el cambio de absorbancia a 290 nm, durante
2 min a 25 °C, en un espectrofotometro (modelo 6715 UV/Visible, Jenway, Techne Inc,
EUA). La actividad APX fue calculada en base al coeficiente de extincion molar del
ascorbato (2.8 mM™* cm™ ). Los resultados se reportaron en unidades internacionales por

gramo de proteina (U mg™ de proteina).

10.6.4.4  Actividad del guayacol Peroxidasa (POD; EC 1.11.1.7)
La cuantificacion de la actividad de la peroxidasa, se realizo por la oxidacion del guayacol a
tetraguayacol, de acuerdo al método descrito por Vanegas-Cano et al., (2022). La mezcla de

reaccion consistio en una mezcla de buffer de fosfatos 100 mM pH 5.0, guayacol 40 mM,
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H202 40 mM y extracto enzimatico. La formacion de tetraguayacol, fue registrada cada 10 s
durante 3 min a una longitud de onda de 470 nm. Los resultados se expresaron en unidades
internacionales por gramo de proteina (U mg™ de proteina).

10.6.4.5 Actividad de la polifenoloxidasa (PPO; E.C. 1.14.18.1 y E.C.

1.10.3.1)

La determinacion de la actividad de la polifenoloxidasa se realiz6 de acuerdo al método
propuesto por Vanegas-Cano et al., (2022) . Para la reaccion, se mezcl6 una muestra conocida
del sobrenadante con 2.2 mL del catecol 100 mM en buffer de fosfatos de sodio pH 6.5 100
mM. La actividad de la PPO, se sigui6 por la oxidacion del catecol a o-diquinona a una
longitud de onda de 470 nm durante 3 min. Los resultados se expresaron en unidades

internacionales por miligramo de proteina (U mg™* de proteina)

10.6.4.6  Perdxido de Hidrdgeno (H20z2)
La determinacion del perdxido de hidrogeno, se realizd de acuerdo a Junglee et al., (2014).
Se utilizé una solucion de extraccion-reaccion, la cual consistio en una mezcla conocida de
muestra liofilizado con buffer de fosfatos de sodio 10 mM pH 7, acido tricloroacético 0.1%,
y yoduro de potasio 1M, la cual fue sometida a un bafio ultrasénico (modelo 08895-09, Cole
-Parmer, EUA), por 10 min a 40 kHz posteriormente se centrifug6 a 10,000 xg durante 10
minutos. Las muestras se dejaron reaccionar por 20 min mas a temperatura ambiente (20-22
°C), pasado el tiempo se midieron las absorbancias a una longitud de onda de 390 nm. Los

resultados se expresaron en nanomoles de H.O> por gramo de peso seco (nmol g PS).

10.6.4.7 Peroxidacion lipidica
La peroxidacion de los lipidos se evalu6 mediante la cuantificacion de la concentracion de

malondialdehido (MDA), siguiendo el método de Pasquariello et al., (2015), con algunas
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modificaciones. Muestras liofilizadas de verdolaga, se mezclaron con &cido tricloroacético
al 10% (p/v). La solucidn se calent6 en un bafio de agua en ebullicién por 10 min, pasado el
tiempo se bajo la temperatura de la muestra a temperatura ambiente y posteriormente fueron
centrifugadas a 15,000 xg durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se mezcl6 con una
solucion de acido tricloroacético al 15%, que contenia 0.5% de &cido tiobarbiturico
(C4H4N20>S). La absorbancia fue medida a 535 nm. La actividad de MDA fue calculada en
base al coeficiente de extincion molar de 1.56 mM™ cm™. Los resultados se expresaron en

milimoles de malondialdehido por gramo de peso seco (mM MDA g* PS).

10.6.5 Andlisis de resultados
Se utilizé un disefio de blogues completamente al azar, tres repeticiones por tratamiento y se
realizé el analisis de varianzay la prueba de comparacién multiple de medias de Fisher (LSD)

con P<0.05 el programa SAS (Statistical Analisys System, 2002) version 9 fue utilizado.
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11. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el desarrollo en el invernadero se logré observar en las verdolagas que el proceso de
germinacion se redujo de 3 a 4 dias (Figura 1, B), de acuerdo a lo reportado por Montoya-
Garcia et al., (2018) donde menciona que el brote de la semilla se presenta entre los 7 a 10
dias después de la siembra (Figura 1. D) lo cual se debe al efecto que mejora las condiciones,
como la temperatura y humedad beneficiando el que emergieran las semillas y estimulando
su crecimiento. Sobre el porcentaje de germinacién Montoya-Garcia et al., (2017) menciona
que en verdolagas se espera un 80 a 85 %, siendo mayor al 95 % el porcentaje que se obtuvo

en esta investigacion.

Figura 1. Crecimiento de verdolaga (Portulaca oleracea L.) a los dias 0 (A), 3 (B), 7 (C)15
(D), 22 (E) y 35 (F)

Se observd que al dia 15 empezaron a emerger el primer par de hojas verdaderas siendo este
un indice que permite conocer que el desarrollo de las plantulas es el adecuado. También,
para el dia 35 (Figura 1, F) previo a la aplicacion de NPs Se, se observo que las verdolagas

tenian un crecimiento similar.
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Figura 2. Crecimiento de verdolaga (Portulaca oleracea L.) posterior a la primera
aplicacion foliar de (A) 5mg L™ NPs Se (B) 25 mg L' NPs Se (C) 50 mg L™ NPs Se (D)
250 mg L't NPs Se (E) 500 mg L™* NPs Se (F) 0 mg Lt NPs Se

Posterior a la primera aplicacidn, se observo que las verdolagas tratadas con NPs Se a 500
mg L (Figura 2, E) fueron las Unicas que presentaron dafio en su estructura tanto en hoja
como en los tallos por la concentracion, esto sugiere que la cantidad de NPs Se promueven

un mecanismo de toxicidad en las verdolagas.
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Figura 3. Crecimiento de verdolaga (Portulaca oleracea L.) posterior a la segunda
aplicacion foliar de (A) 5 mg L2 NPs Se (B) 25 mg L™ NPs Se (C) 50 mg L NPs Se (D)
250 mg L2 NPs Se (E) 500 mg L™ NPs Se (F) 0 mg L™ NPs Se
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En la Figura 3, se observd que el crecimiento de las verdolagas posterior a la segunda
aplicacion de NPs Se, visualmente es homogéneo exceptuando las verdolagas de 500 mg L
donde a pesar del dafio que se presento posterior a la primera aplicacion alcanzo a regenerarse
las partea areas (hojas y tallo) , esto puede deberse a la tolerancia que la verdolaga tiene a los
metales pesado como cromo (Cr), cobre (Cu), niquel (Ni), mercurio (Hg) y plomo (Pb)
(Dwivedi et al., 2012). Esto concuerda con Thalassinos et al., (2021), donde se evaluo
verdolaga sometida durante un periodo de 50 dias en suelos contaminados con Cr,
observandose una reduccion del Cr que se encontrd principalmente acumulado en la raiz de

la verdolaga y en concentraciones bajas en los tejidos de las partes aéreas (tallos y hojas).

11.1. Comportamiento en propiedades fisicoquimicas verdolaga por efecto de
la concentracion de nanoparticulas de selenio

11.1.1. Variacién en dimensiones (peso, longitud y didmetro)
Los parametros de peso (A), longitud (B), diametro (C) se presentan en la Figura 4 donde se
puede observar que sin aplicacion de nanoparticulas de selenio (0 mg L™ NPs Se) las
verdolagas presentaron mayor rendimiento en comparacion con los demas tratamientos
sometidos a la aplicacion de nanoparticulas de selenio (NPs Se), estos resultados eran los
esperados ya que el efecto de invernadero incrementa el rendimiento de las hortalizas, pero
con la aplicacion de NPs Se estos parametros se ven afectados ya que generan estrés. Por su
parte Prabha et al., (2015) investigaron la acumulacion y absorcion de selenio (Se) donde a
mayor concentracion de Se menor es el crecimiento de las plantas de verdolaga dado que su

capacidad de absorcidn de este micronutriente es alta.
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Por otro lado, referente al peso (Figura 4, A) el tratamiento 0 mg L2 NPs Se con un promedio
de 3.43 g, con un diametro (Figura 4, C) promedio de 3.22 mm y una longitud (Figura 4, B)
promedio de 151.30 mm siendo este el mejor en rendimiento de las verdolagas. También, se
observo que la verdolaga al ser una planta con propiedades biorremediadoras tiene a
acumular mayor cantidad de metales, lo cual inhibe sus capacidades de crecimiento
comparadas con otras de su mismo género como P. tuberosa, presentando un efecto de

reduccidn en el rendimiento (Dwivedi et al., 2012).
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Figura 4. Efecto de las NPs Se a diferentes concentraciones en verdolaga (Portulaca
oleracea L.) en los parametros de peso (A), diametro (B) y longitud (C). Letras diferentes
indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo a la prueba de Fisher (LSD),
(P<0.05).
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11.1.2. Variacion en el color
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Figura 5. Efecto de las NPs Se a diferentes concentraciones en verdolaga (Portulaca
oleracea L.) en los parametros de peso (A), diametro (B) y longitud (C). Letras diferentes
indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo a la prueba de Fisher (LSD),
(P<0.05).
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En la Figura 5, se observo el color para los parametros de croma y angulo hue (A) en los
cuales se aprecido que no existen diferencias estadisticamente significativas, podemos
identificar que los rangos de color que se muestran se encuentran entre un promedio del
angulo hue de 115.25° siendo este el mayor y un promedio de 110.99° siendo este el menor;
estos datos, que corresponden a los tratamientos de 0 mg L™* NPs Se'y 250 mg L™* NPs Se
respectivamente localizados dentro de los colores verdes. Para el parametro de luminosidad
(B) un promedio entre los 50% y 58% en los tratamientos sin diferencias estadisticamente

significativas fueron observados.

11.1.3. Variacién de pH, acidez titulable, grados °Brix
En el Cuadro 2 observamos el efecto de la aplicacion foliar de las NPs Se a diferentes
concentraciones; con respecto a sélidos solubles totales la mayor concentracién se presento
en el tratamiento de 5 mg L™t NPs Se, sin tener una diferencia estadisticamente significativa
con respecto a 250 mg L™* NPs Se, la cual no presentan diferencias con el resto de los
tratamientos. Estos valores son similares a lo reportado por (Santiago-Saenz et al., 2018)

donde en verdolaga presentan un valor de 4.73 en este parametro.

Con respecto al pH no demostrd diferencias significativas entre las verdolagas tratadas con
aplicacion foliar de NPs Se y las sin aplicacién. En relacion con el promedio de pH 4.29
reportado en verdolaga (Santiago-Saenz et al., 2018).Se observaron diferencias en acidez
titulable, los tratamientos 0, 25 y 50 mg L' NPs Se son los que muestran similitudes
mostrando diferencias estadisticamente significativas con los tratamientos 5, 500 y 250

siendo este el de menor contenido en porcentaje de &cido citrico.

Con este parametro se determind el indice de sabor (Ecuacion 2) con los cual podemos

identificar que la aplicacion de NPs Se mejora el parametro en la mayoria del caso estando
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arriba del valor de 1. De acuerdo a Hernandez-Suérez et al., (2008), a valores por arriba de 1

el sabor es mayormente aceptable para consumo, esto nos indica que las verdolagas con NPs

Se tendria una mejor aceptacion por los consumidores de este tipo de alimento.

Cuadro 2. Efecto de las NPs Se sobre solidos solubles totales (°Brix) , pH, acidez
titulable e indice de sabor (% &cido citrico) en verdolaga (Portulaca oleracea L.)

SST

AT

oH Iindice de

Tratamientos (°Brix) (% é&cido citrico) sabor
OmgLYNPsSe 4.37+0400 4.25+0.08a 0.39 £ 0.01a 0.947 £0.047d
05mgLtNPsSe 570+0.17a 4.37+0.07a 0.27 £ 0.02b 1.336 £ 0.063a
25mg LI NPsSe 4.40+0.26b  4.29 +0.06a 0.42 £ 0.02a 0.945 £ 0.036d
50mg Lt NPsSe 5.03+0.35ab 4.31+0.0la 0.38 £ 0.02a 1.042 £ 0.043c
250 mg LY NPsSe 4.40+0.26b 4.46+0.17a 0.23 £0.02b 1.197 + 0.023b
500 mg L'E NPs Se  4.83+0.42ab  4.35 +0.04a 0.27 £ 0.05b 1.178 £ 0.035b

Medias en cada columna con diferentes letras son diferentes estadisticamente de acuerdo a
a la prueba de Fisher (LSD), (P<0.05).

11.2. Comportamiento de compuestos bioactivos verdolaga por efecto de la
aplicacion de NPs Se a diferentes concentraciones

11.2.1. Concentracion de &cido ascorbico
En el contenido de &cido ascorbico se encontraron diferencias, siendo los tratamientos de 250
y 500 mg L' NPs Se con 3.61y 3.48 mg g* PS (peso seco) respectivamente en los cuales el
aumento de este compuesto fue mas notable en comparacion con el tratamiento 0 mg L™X NPs
Se (control) de 2.41 mg g* PS y con diferencias al igual en los tratamientos de 5, 25 y 50

mg L1 NPs Se.
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Por lo cual, se puede observar que la aplicacion de nanoparticulas de selenio beneficio el
aumento de este compuesto. Rezaei-Nazari et al., (2022) reportaron que el contenido de
compuestos antioxidantes no enzimaticos como el acido ascorbico incrementé en la

aplicacion de NPs de Se en plantas de Hypericum perforatum.
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Figura 6. Efecto de las NPs Se a diferentes concentraciones en verdolaga (Portulaca

oleracea L.) en la concentracion de acido ascorbico. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas de acuerdo a la prueba de Fisher (LSD), (P<0.05).

Hondal (2023) en su andlisis de vitaminologia del selenio menciona que el selenio esta
relacionado con el ascorbato, dado que estimula la generacién de la enzima tiorredoxina
reductasa la cual tiene la capacidad de reducir tanto el radical libre arcorbilo como el acido

deshidroascorbico a ascorbato, de esta manera relacionando que entre mayor concentracion
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de selenio disponible en las rutas metabolicas mayor contenido de esta enzima y por ende la

concentracion de acido ascérbico aumenta.

11.2.2. Concentracion de carotenoides
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Figura 7. Efecto de las NPs Se a diferentes concentraciones en verdolaga (Portulaca
oleracea L.) en la concentracion de carotenoides amarillos (CA), carotenoides rojos (CR) y
carotenoides totales (CT). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas de

acuerdo a la prueba de Fisher (LSD), (P<0.05).

Referente al comportamiento de los carotenoides rojos (CR), carotenoides amarillos (CA) y
carotenoides totales (CT) (Figura 7), se observo que despues de la aplicacion de 250 mg L™
NPs Se, se presenta mayor contenido de carotenoides tanto rojos (2.14 mg g* PS) y

carotenoides totales (2.73 mg g~* PS). Asi mismo, para carotenoides amarillos el tratamiento
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con 500 mg L™ NPs Se (0.68 mg g* PS), siendo el tratamiento de 0 mg L™ NPs Se (0.37 mg
g ! PS) el de menor contenido de este compuesto. Nemzer et al., (2020), mencionan que al
comparar verdolaga silvestre con cultivada encontraron algunas diferencias en cuanto al
contenido de carotenoides, vitamina E y vitamina C, esto se debe al estrés que presentan por

los factores externos en condiciones silvestres (Lim & Quah, 2007).

11.2.3. Concentracion de clorofila
En cuanto al contenido de clorofila se presenta en la Figura 8, en la cual se puede observar
que el tratamiento con 250 mg L™* NPs Se reporta el mayor contenido de clorofila a (24.30
mg g—1 PS), b (9.22 mg g1 PS) y total (33.53 mg g PS). La literatura comenta que la
aplicacion de nanoparticulas beneficia la concentracion de pigmentos fotosintéticos en
hortalizas (Gudkov et al., 2020), en el caso de la verdolaga se aumenta, ya que aquellas donde
si se aplicaron NPs Se presentaron el menor contenido en este compuesto para clorofila a
(14.4mg gt PS), b (5.08 mg g ! PS) y total (19.52 mg g~* PS). Estos valores menores a los
reportados por Santiago-Saenz et al., (2018) donde obtuvieron concentraciones de clorofila
a y clorofila b de 23.22 mg g* PSy 23.22 mg g PS respectivamente con un total de
clorofilas 66.22 mg g PS, esto debido a que las verdolagas analizadas tuvieron diferentes

condiciones a la presentadas en esta investigacion.

Por otro lado, en otro estudio donde se sometio Lyciun chinense L. a diferentes
concentraciones de selenio en forma de selenito de sodio, aumentd considerablemente el

contenido de carotenoides, clorofila a 'y clorofila b (Dong et al., 2013).
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Figura 8. Efecto de las NPs Se a diferentes concentraciones en verdolaga (Portulaca
oleracea L.) en la concentracion de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) y clorofila total
(Chl t). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo a la
prueba de Fisher (LSD), (P<0.05).

11.2.4. Concentracion de fenoles y flavonoides
Referente al contenido de fenoles totales (Figura 9, A) en verdolagas después de la aplicacion
foliar a diferentes concentraciones de selenio observamos que la aplicacion con 5 mg L™t NPs
Se (7.36 mg GAE g! PS), presentd diferencias significativas con las verdolagas sin
aplicacion de NPs Se (6.41 mg GAE g PS), sin embargo, no se presentaron diferencias con
las demas aplicaciones de NPs Se. Kiumarzi et al., (2022) reporto en plantas de verdolaga
con la aplicacion de un complejo de NPs de Fe [Fe(ALA)3] a diferentes concentraciones el
incremento en el contenido de fenoles totales. Pero este cambio se pudo ver reducido por el

efecto que tiene el selenio sobre este tipo de compuestos, en hojas Vitis vinifera L. cv. Sultana
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con estrés salino y aplicacion de selenio (Se) se pudo observar que a una concentracion de 5
mg L%, mejora los contenidos de estos compuestos, pero a mayor concentracion disminuye

la presencia de fenoles (Karimi et al., 2020).
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Figura 9. Efecto de las NPs Se a diferentes concentraciones en verdolaga (Portulaca
oleracea L.) en el contenido de fenoles (A) y flavonoides (B). Letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas de acuerdo a la prueba de Fisher (LSD), (P<0.05).

Por otro lado, con respecto a los flavonoides, se observaron diferencias significativas en el
contenido (Figura 7, B) en plantas de verdolaga tratadas con NPs Se. Como se observa, el

tratamiento con 500 mg L (35.21 mg EQ g™ PS) report6 un 19.68% mas alto en comparacion
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al sin aplicacion de NPs Se, lo cual indica que la aplicacion foliar de nanoparticulas de selenio
favorece el incremento de este compuesto. Ghorbanpour et al., (2014) observo un incremento
en el contenido de flavonoides en plantas de salvia (Salvia officinalis) con la aplicacion de

NPs de nano-TiO2.

11.2.5. Concentracion de antocianinas.

140

120 ~

Hm

100 ~

o

80 -

(mg L)

60

Antocianinas

o

HHo

40 -

20 -

25 50 250 500

mg L-1 NPs Se
Figura 10. Efecto de las NPs Se a diferentes concentraciones en verdolaga (Portulaca

oleracea L.) en la concentracion de antocianinas. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas de acuerdo a la prueba de Fisher (LSD), (P<0.05).

Conforme a la concentracion de antocianinas podemos observar para las primeras tres
aplicaciones de NPs Se (5, 25, 50 mg L), las verdolagas presentaron una reduccion en este
compuesto que se puede deber a que en esta concentracion las interacciones con las rutas

metabolicas no favorecen la generacion de antocianinas afectando su formacion, sin
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embargo, al aumentar su concentracion a 250 y 500 mg L™* NPs Se observamos mayor
contenido de 111.33y 121.90 mg L™ respectivamente que el sin aplicacion de nanoparticulas
(0 mg L' NPs Se) 85.16 mg L. Esta concentracion es parecido reportado por Silva &
Carvalho, (2014), donde analizaron hojas, tallos y flores de verdolaga donde obtuvieron

valores de 86.00, 88.8 y 95.5 mg L respetivamente .

11.3. Actividad antioxidante no enzimatica en verdolaga por efecto de la
concentracion de nanoparticulas de selenio

11.3.1. Variacion de la actividad antioxidante mediante la capacidad de
inhibicion del radical DPPHe

En la Figura 11 (B) se muestra que la mayor inhibicion del radical DPPH, se presento en las
verdolagas tratadas con 5 mg L' NPs Se (24.26 uM Trolox g* PS) sin diferencia
estadisticamente significativa en comparacion con el tratamiento de 250 mg L NPs Se
(24.18 uM Trolox g~* PS). Los tratamientos sin aplicacion de NPs Se y 500 mg L NPs Se
presentaron menor capacidad en inhibicion de este radical, presentando valores similares a

los reportados por Santiago-Saenz et al., (2018) en verdolaga silvestre.

El comportamiento del radical DPPH puede deberse a que como solo interactia con
compuestos no polares no hay una mayor inhibicion comparada con el ABTS. Dentro del
contenido nutrimental de la verdolaga podemos encontrar algunos terpenos y alcaloides con
actividad antioxidante que pueden ser los que tiene interaccion con el radical que permiten

este comportamiento ( Kumar et al., 2022).
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Figura 11. Efecto de las NPs Se a diferentes concentraciones en verdolaga (Portulaca
oleracea L.) para la actividad antioxidante por el radical ABTS™" (A) y DPPH" (B). Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas de acuerdo a la prueba de Fisher
(LSD), (P<0.05).
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11.3.2. Variacion de la actividad antioxidante mediante la capacidad de
inhibicion del radical ABTS™

Para la actividad antioxidante por el radical ABTS (Figura 11, A) el tratamiento con 500 mg
L NPs Se presento una capacidad de 57.03 pM equivalente de Trolox por gramos de peso
seco, siendo esta la mas alta y la que mayor capacidad de inhibir el radical presentd. Estos
datos son mayores a los obtenidos por Montoya-Garcia et al., (2017) donde se evaluo la
capacidad antioxidante de verdolaga con fertilizacion de NPK (nitrégeno-fosforo-potasio) a

diferente concentracion en cielo abierto.

Por otro lado, esta actividad se puede deber a la relaciéon que tiene con el comportamiento
que presentan los flavonoides (Figura 9, A) y las antocianinas (Figura 10), dado que este
radical tiene interacciones tanto con compuestos polares como no polares. También, el grupo
de los flavonoides es uno de los metabolitos secundarios con propiedades hidrofilicas de
mayor actividad antioxidantes que encontramos de manera natural en las plantas (Zhang

etal., 2022).

11.4. Actividad enzimética y marcadores de dafio en verdolaga por efecto de
la concentracion de nanoparticulas de selenio

11.4.1. Actividad enzimatica en verdolaga
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son los principales causantes de dafio en la
estructura celular; dentro de las principales fuentes se encuentran los cloroplastos,
peroxisomas y las mitocondrias las cuales producen el radical superdxido (O2") y perdxido
de hidrogeno (H202) como subproductos del metabolismo. Sin embargo, las ROS también

cumplen un papel importante dentro de las plantas como sefializadores para el desarrollo, los
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diferenciadores de niveles redox, las sefalizaciones de estrés, la interaccion con otros

organismos, las respuestas sistematicas y la muerte celular (Mittler, 2017).

La enzima superoxido se encarga de degradar el radical O2" precursor de la mayoria de los
ROS, de esta manera inhibiendo el dafio celular que puede ocasionar al intentar estabilizarse.
Esta enzima cuenta con maltiples cofactores metélicos tales como cobre (Cu), zinc (Zn),
magnesio (Mn) y hierro (Fe) que estimulan la actividad de la SOD para empezar con la

degradacion de superoxido a H.O2 (Chen et al., 2023).

En esta investigacion, las verdolagas con mayor actividad SOD (Figura 12, B) fueron
aquellas que se sometieron a una aplicacion con 25 mg L™ NPs. Como podemos observar el
comportamiento de esta enzima no es parecido con las deméas enzimas de acuerdo a la
concentracion de NPs Se esto se puede deber a que como el selenio no se comporta como un
cofactor de SOD. Sin embargo, encontramos cambios entre los diferentes tratamientos dado
que se generan mayor cantidad de aminoacidos esenciales como la cisteina y metionina con
la presencia de selenio, ya que este suplanta al azufre en la produccion de estos en las plantas

(Wu et al., 2023).

De este modo, en el proceso de degradacion de los radicales un objetivo principal es el H20>
ya que si este compuesto llega a reaccionar con presencia de iones de hierro (reaccion de
Fenton) o radical superdxido (reaccion de Haber-Weiss) generan el radical hidroxilo (OH")
considerado uno de los oxidantes mas fuertes que podemos encontrar en la naturaleza
(Mittler, 2017). Por lo cual, las peroxidasas dentro de la cuales encontramos la catalasa
(CAT), peroxidasa (POD), ascorbato peroxidasa (APX) y glutation peroxidasa (GPX) se

encargan de degradar el perdxido de hidrégeno a oxigeno y agua.
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La catalasa es una enzima antioxidante que se encuentra en los organismos aerobios ubicada
en los peroxisomas, siendo esta la que presenta mejor actividad en la catalisis del perdxido
de hidrogeno(de Araujo et al., 2023), degradando aproximadamente 6 millones de moléculas

de H20. en agua y oxigeno por minuto por cada molécula de catalasa (Rahman, 2007).

Para la actividad antioxidantes por la enzima catalasa (Figura 12, A) observamos un
comportamiento ascendente que se presenta a mayor concentracion de NPs Se, observandose
una mejora en la actividad de esta, siendo el tratamiento con 500 mg L™* NPs (7.58 U mg™)
con mayor actividad y 0 mg L NPs (1.95 U mg™) el de menor. Este comportamiento similar
se presento en verdolagas aplicadas con nanoparticulas de zinc al sustrato donde se observan

resultados directamente proporcionales (NPs-Actividad CAT) (lziy et al., 2019).

Asi mismo, el comportamiento la ascorbato peroxidasa (APx) (Figura 12, C) fue similar al
comportamiento de la CAT referente a la concentracion de NPs Se, mejorando la actividad
enzimatica de APx. De acuerdo, con de Araujo et al., (2023) donde aplicaron selenio a cafia
de azucar donde observaron que tanto la enzima de SOD como APx mostraron un aumento
con la aplicaciéon de 10 umol L1 de selenio. Sin embargo, en esta investigacion se presentd
que las verdolagas cuentan con alta tolerancia al selenio, donde con 500 mg L NPs Se se
observo la mayor actividad APx (143.92 U mg™), comprado con el tratamiento testigo (40.06

U mg™) teniendo casi 3 veces mas actividad.

También podemos relacionar la APx con la concentraciéon del &cido ascérbico (Figura 6)
donde se observa el mismo comportamiento en el aumento del compuesto y la enzima, lo

cual se explica a que el ascorbato funciona como sustrato (Sharma & Ahmad, 2014).
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En cuanto a la concentracion de la enzima peroxidasa (POD), fue significativamente mayor
para la aplicacion con 250 mg L™ NPs (1015.76 U mg™*) mejorando la actividad enzimatica
137 % mayor (Figura 12, D) en comparacion con el control (0 mg L™t NPs Se) 426.90 U mg
! Esto puede deberse a que el selenio interviene en algunas rutas metabdlicas donde se
generas mayor cantidad de flavonoides y fenoles. EI comportamiento es similar a lo reportado
por (Shi et al., 2023), donde a aplicar nanoselenio se aumentd la actividad de POD al aplicar

de 10 mg L™, siendo este mayor por 29.64% al control.
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Figura 12. Efecto de las NPs Se a diferentes concentraciones en verdolaga (Portulaca
oleracea L.) en la actividad enzimatica de catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD),
ascorbato peroxidasa (APx) y peroxidasa (POD). Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas de acuerdo a la prueba de Fisher (LSD), (P<0.05).
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11.4.2. Marcadores de dafio en verdolaga
Dentro de los marcadores de estrés en plantas podemos encontrar el peroxido de hidrogeno
(H202) que, al ser un producto de la degradacion de los ROS, también permite identificar si
la actividad enzimatica SOD esta presente durante el proceso de eliminacion del radical stper
oxido, de esta manera promoviendo la actividad de las enzimas peroxidasas antes
mencionadas (CAT, SOD, APx y POD) que se encargan de degradar este compuesto en agua
y oxigeno Podemos observar que el H20> tiene el menor valor en el tratamiento control (0
mg L NPs Se), esto puede deberse a que, al aplicar las nanoparticulas se vieron modificadas
las rutas metabdlicas en la verdolaga lo cual ocasiono que se generara mayor contenido de
peroxido de hidrogeno, teniendo valores superiores a 10 veces la concentracion presentada

en el Cuadro 3.

También se determind la peroxidacion lipidica, una evaluacion que permite cuantificar el
dafio que sufre la pared de la célula y la cual se expresa como el contenido de
malondialdehido (MDA), compuesto que, es generado por la interaccién del radical hidroxilo
(OH") que al reaccionar con las estructuras de la pared celular secuestra electrones a esta lo
cual la desestabiliza, promoviendo la generacion de MDA vy la actividad de la enzima

polifenol oxidasa (Sharma et al., 2017).

En las verdolagas tratadas con NPs Se podemos observar que las aplicaciones (5, 25, 50 y
250 mg L) presentaron menor concentracion de MDA (Cuadro 3) que el tratamiento control
(0 mg L) con excepcidn de la aplicacion a 500 mg Lt NPs Se, donde obtuvimos el valor
maés alto, observado en la Figura 2;3 donde notamos los dafios que sufrid la verdolaga de

manera fisica a esta concentracion.
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Este comportamiento se replico para la enzima polifenol oxidasa (PPO), esta enzima es la
principal responsable de las reacciones de pardeamiento. La concentracion de fenoles esta
relacionada con la actividad de PPO, dependiendo del tipo de fenoles tenga la planta
(Derardja et al., 2022). De acuerdo El-Badri et al., (2021) estos compuestos son el principal
sustrato y a medida que se consumen en la reaccion son lo mas afectados durante el proceso

de pardeamiento enzimatico.

Cuadro 3. Efecto de las NPs Se sobre marcadores de dafio en verdolaga
(Portulaca oleracea L.)

: Perdxido de L,
Tratamientos Palifenol Hidrogeno Peroxidacion
oxidasa (PPO) (H:00) lipidica (MDA)

OmgL*NPsSe 0.070+0.004b  7.615 + 3.053d 8.974 + 0.339%
05mg LY NPsSe 0.054+0.006c 66.846 +1.763c  5.812 + 0.392dc
25mg L NPsSe  0.028 +0.005e  82.231+1.763b  6.538 + 0.128bc
50mg LY NPs Se 0.038 +£0.008de 109.923 +5.453a 5.214 + 0.658cd

250 mg LY NPs Se  0.040+0.002d  87.231+3.053b  7.179 + 0.444d
500 mg L' NPs Se  0.086 +0.007a 108.769 + 4.663a  9.316 + 0.854a

Medias en cada columna con diferentes letras son diferentes estadisticamente
de acuerdo a la prueba de Fisher (LSD), P<0.05).
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12. CONCLUSIONES

Se observo que la aplicacion foliar de nanoparticulas de selenio a diferentes concentraciones,
mejoran la calidad fisicoquimica e intrinseca en el cultivo de verdolaga. La aplicacion foliar
de nanoparticulas de selenio a una concentracion de 250 mg L demostr ser el tratamiento
mas viable para actuar como un estimulante en el sistema antioxidante enzimatico mejorando
la actividad de la SOD, CAT, APx y POD, asi como la concentracion de compuestos
bioactivos como el &cido ascdrbico, carotenoides, clorofilas, antocianinas. La aplicacion
foliar de 500 mg L NPs Se, indujo en el producto dafios visibles, viéndose afectada la
integridad de la pared celular debido a una mayor concentracion de malondialdehido, lo cual
se corrobord mediante los resultados de peroxidacion lipidicay la determinacién de la enzima
polifenol oxidasa donde se observaron los valores mas altos en este tratamiento, afectando

de esta manera sustancialmente el rendimiento del producto final.

Por otro lado, este estudio proporciona una valiosa vision, sobre el uso de las nanoparticulas
de selenio en hortalizas, para aumentar la productividad de metabolitos secundarios con

propiedades antioxidantes y enzimas antioxidantes
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Resumen— 1a verdolaga es una suculenta con alto consumo en México, por su accesibilidad, propiedades nutricionales y
contenidos fitoquimicos, por lo cual la produccion ha ido en aumento en los Gltimos afios. Sin embargo, se ha encontrado
diferencias en calidad poscosecha en verdolagas cultivadas y silvestres. Por lo cual, este trabajo tuvo como objetivo evaluar el
efecto de la aplicacion foliar de nanoparticulas de selenio (NPs Se) a diferentes concentraciones (0, 5, 50 y 500 ppm) sobre la
calidad poscosecha en verdolaga durante su almacenamiento. Se encontré que la aplicacion de NPs Se a 50 ppm reduce
significativamente las perdidas fisiologicas de peso durante el almacenamiento a 8 dias. Por otra parte, la aplicacion de NPs de
Se mejora el contenido de clorofila las muestras superando al control (0 ppm NPs Se), sin embrago, las muestras tratamiento con
50 ppm de NPs Se conservan mayoritariamente este pigmento durante el almacenamiento. Los resultados muestran que 50 ppm
de NPs Se, es la concentracion mas adecuada para preservar la calidad poscosecha en verdolaga, durante su almacenamiento.
Palabras clave—verdolaga, nanoparticulas, sclenio, aplicacion foliar, poscosecha.

Introduccion

La verdolaga (Portulaca oleracea L.) es una suculenta en algunos paises considerada como arvense o maleza con
un amplio consumo en la dieta la cual se consume en diversos platillos como estofados, ensaladas y sopas en zonas
de Europa, paises Mediterrdncos y en diversas regiones de la Republica Mexicana. (Mohamed & Hussein, 1994).
En Meéxico de acuerdo a las estadisticas oficiales del SIAP (Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera)
reportaron quc para cl 2019 la superficic nacional destinada para la produccion de verdolaga de 421 ha, de las que sc
cosecho casi el 100 % con una produccioén total del 5474.15 t (13.03 t ha™') y con un valor de produccion de poco
mas de 26 MDP. Dentro de sus principales compuestos bioactivos encontramos acidos fenolicos, flavonoides,
terpenos, antocianinas, homoisoflavonoides, carotenoides, clorofila (Kumar ef al. 2022). De ahi la importancia de su
consumo y, por lo tanto, el incremento de la produccién de verdolaga en un sistema productivo. Sin embargo, de
acuerdo con Nezmer ef al., (2020), han demostrado que cuando la verdolaga se cultiva en un sistema de produccion
disminuyen considerablemente los contenidos nutricionales y fitoquimicos, en comparacion a las verdolagas que
crecen de manera silvestre, esto se debe a las situaciones de estrés que vive la planta de manera silvestre lo cual
activa las rutas metabdlicas que incrementan los compucstos bioactivos.

Por lo cual la aplicacion de nanotecnologia en el sector agroalimentario ha desarrollado herramientas novedosas
para promover ¢l incremento de compuestos bioactivos, asi como ¢l rendimiento y la calidad de los productos
hortofruticolas, como es el uso de nanoparticulas de diferentes metales como Cu, Fe, Ag, Zn, entre otros, y el Se
(Judrez-Maldonado et al., 2018). El selenio no es esencial para las plantas, pero este elemento tiene benéficos a
cantidades reducidas. Utilizado como biofortificador agrondmico buscando la estimulacién de proteinas,
aminodcidos, microelementos, compuesto fendlicos, incrementando la capacidad antioxidante y prolongando la vida
util de los productos hortofruticolas (Garduilo-Zepeda & Marquez-Quiroz, 2018). El uso de nanoparticulas a basc de
sclenio (NPs Sc) ha demostrado su aplicacion cn la mcjora la biomasa, asi como cl rendimicnto dc las hortalizas dc
algunos cultivos (Gudkov et al., 2020), ademds de aumentar la cantidad de pigmentos fotosintéticos en hojas lo cual
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