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El manzano y peral son de los cultivos caducifolios mas importantes a nivel mundial
por el aporte de nutrimentos biol6gicamente activos benéficos para la salud humana. Estos
compuestos bioactivos se pueden incrementar ain mas mediante la aplicacion de diferentes
fuentes de fertilizacion, incluyendo macro y micronutrientes necesarios para la nutricion de
los &rboles de manzano y peral, los cuales se pueden suministrar mediante aplicaciones al
suelo y aplicaciones foliares. Dentro de las aplicaciones foliares se pueden aplicar
nanoparticulas de diferentes microelementos que debido a su tamafio pueden exhibir mejores
respuestas en el rendimiento y la calidad de los frutos. Por lo tanto, los objetivos del presente
estudio fueron: 1) evaluar el efecto de la fertilizacion edafica con N, P y K (150-50-80, 100-
60-60) vy sin fertilizacion edéafica (SFE) y la fertilizacion foliar con nanoparticulas (NPs) de
Se y Zn (Se: 50 ppm, Zn:250 ppm y sin nanoparticulas (NPOQ), sobre el rendimiento y los
compuestos antioxidantes de las manzanas y 2) Evaluar la aplicacién foliar con
nanoparticulas (NPs) de selenio (NPs Se-50 ppm), cobre (NPs Cu-250 ppm), hierro (NPs Fe-
250 ppm), zinc (NPs Zn-250 ppm) y sin nanoparticulas como control (SNPs 0), en el
comportamiento del sistema antioxidante, enziméatico y no enzimatico en frutos de pera.
Ambos experimentos se llevaron a cabo en huertos comerciales de manzano (Malus
domestica L., Golden Delicious) y peral (Pyrus communis, Bartlett), bajo un disefio de
bloques completos al azar con nueve tratamientos para el caso del manzano y cinco para el

peral y tres repeticiones por tratamiento, en ambos frutales.

De los resultados del objetivo 1 se encontrd que los tratamientos con dosis de
fertilizacion 150-50-80 y 100-60-60 suplementados con NPs de Se y Zn en general
incrementaron el rendimiento, el contenido de azlcares y el acido ascorbico en los frutos de
manzana. El incremento més alto en el rendimiento del fruto se encontro en el tratamiento
SFE + NPZn (+ 193% en comparacion con el control). Los tratamientos SFE + NPSe y SFE
+ NPZn condujeron a un mayor contenido de fenoles y flavonoides totales con valores
méaximos de 7,6 mg EAG y 15,82 mg EQ por gramo de peso seco respectivamente. Estos
compuestos presentaron una correlacion directa sobre la actividad antioxidante en los frutos.

La aplicacion foliar de nanoparticulas de Se y Zn complemento la fertilizacion del suelo con
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N, P, K para mejorar el rendimiento y la sintesis de compuestos bioactivos en los frutos de

manzana.

Por otro lado, de los resultados del objetivo 2 mostraron que las aplicaciones foliares
con NPs Se y NPs Zn, pueden aumentar el contenido de azlcares totales en los frutos de pera
(+42-55%, respecto al tratamiento control), mientras que los frutos de los tratamientos NPs
Se y NPs Cu exhibieron un mayor contenido de fenoles totales (4.92-5.02 mg EAG g PS),
flavonoides (13.33-11.89 mg EQ g PS), acido ascorbico (1.35 mg EAA g PS) y capacidad
antioxidante (25.32-25.05 pM ETrolox g* PS) mejorando el sistema antioxidante no
enzimatico de los frutos. Por otro lado, la actividad antioxidante enzimatica, se vio favorecida
de manera significativa con la aplicacién de NPs de Fe y Cu, pues se mejord la actividad de
la superoxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa y peroxidasa, ademas este
tratamiento con NPs de Fe redujo la actividad de la polifenoloxidasa, asi como un menor
indice de dafio oxidativo a través de una menor acumulacién de malondialdehido, respecto a
los otros tratamientos con NPs. Los resultados obtenidos en el presente estudio, muestran que
la aplicacién foliar de nanoparticulas de selenio, hierro, zinc y cobre principalmente, pueden
mejorar el sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico en frutos de pera, bajo

condiciones de temporal.
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Apple and pear fruits are among the most important deciduous crops worldwide for
the contribution of biologically active nutrients beneficial to human health. These bioactive
compounds can be further increased by applying different sources of fertilization, including
macro and micronutrients necessary for the nutrition of apple and pear trees, which can be
supplied through soil applications and foliar applications. Inside the foliar applications can
be applied nanoparticles of different microelements that due to their size can exhibit better
responses in the performance and intrinsic quality of the fruits. Therefore, the objectives of
the present study were: 1) to evaluate the effect of soil fertilization with N, P and K (150-50-
80, 100-60-60) and without soil fertilization (SFE) and leaf fertilization with nanoparticles
(NPs) of Se and Zn (Se: 50 ppm, Zn: 250 ppm and without nanoparticles (NP0), on yield and
antioxidant compounds of apples and 2) evaluate foliar application with nanoparticles (NPs)
of selenium (NPs Se-50 ppm), copper (NPs Cu-250 ppm), iron (NPs Fe-250 ppm), zinc (NPs
Zn-250 ppm) and without nanoparticles as control (SNPs 0), in the behavior of the
antioxidant, enzymatic and non-enzymatic system in pear fruits. Both experiments were
carried out in commercial orchards of apple (Malus domestica L., Golden Delicious) and pear
(Pyrus communis, Bartlett), under a random complete block design with nine treatments for
the apple tree and five for the pear tree and three repetitions per treatment, in both fruit trees.

Obijective one results found that treatments with fertilization doses 150-50-80 and
100-60-60 supplemented with Se and Zn NPs generally increased yield, sugar content and
ascorbic acid in apple fruits. The highest increase in fruit yield was found in SFE + NPZn
treatment (+ 193% compared to control). SFE + NPSe and SF + NPZn treatments led to a
higher content of total phenols and flavonoids with maximum values of 7.6 mg AGE and
15.82 mg QE per gram of dry weight respectively. These compounds had a direct correlation
on the antioxidant activity in the fruits. Foliar application of Se and Zn nanoparticles
complemented soil fertilization with N, P, K to improve yield and synthesis of bioactive

compounds in apple.
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On the other hand, objective two results showed that foliar applications with NPs Se

and NPs Zn, can increase the content of total sugars in pear fruits (+42-55%, regarding the
control treatment), while the fruits of the treatments NPs Se and NPs Cu exhibited a higher
content of total phenols (4.92-5.02 mg AGE g PS), flavonoids (13.33-11.89 mg QE g PS),
ascorbic acid (1.35 mg AAE g PS) and antioxidant capacity (25.32-25.05 pM TroloxE™ PS)
improving the non-enzymatic antioxidant system of fruits. On the other hand, the enzymatic
antioxidant activity was significantly favored with the application of Fe and Cu NPs, as the
activity of superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase and peroxidase were
improved. In addition, this treatment with Fe NPs reduced the activity of polyphenloxidase,
as well as a lower rate of oxidative damage through a lower accumulation of
malondialdehyde, compared to other treatments with NPs. The results obtained in the present
study show that the foliar application of selenium, iron, zinc and copper nanoparticles,
mainly, can improve the enzymatic and non-enzymatic antioxidant system in pear fruits,

under storm conditions.
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De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cada afio mueren 17
millones de personas en todo el mundo por alguna enfermedad cronica degenerativa (OMS,
2023). Estas enfermedades estan representadas principalmente por obesidad, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, enfermedad cronica renal, enfermedad inflamatoria del intestino,
osteoporosis, artritis reumatoide y muchos tipos de cancer, entre otras (Proestos, 2018). Los
prondsticos estadisticos son alarmantes para los proximos afos, y es que las proyecciones
epidemioldgicas informan, que para el afio 2030 llegaran al 80% de todas las enfermedades
en el mundo. Las principales causas asociadas a estos padecimientos son, la mala nutricion,
ingesta reducida de frutas y verduras, elevado indice de masa muscular y una baja actividad
fisica (Di Renzo et al., 2021).

Por otra parte, en los ultimos afios un gran nimero de estudios cientificos han
evidenciado una nueva generacion de alimentos no procesados y cuya composicion
nutrimental es idonea para fortalecer el buen funcionamiento del cuerpo humano (Proestos,
2018). Estos alimentos son los llamados “superfoods” y se trata de productos alimenticios
con concentraciones elevadas de nutrientes e ingredientes bioactivos como las vitaminas,
minerales, antioxidantes, aminoacidos esenciales, enzimas, los cuales contribuyen al buen
funcionamiento del organismo, gracias a una mayor biodisponibilidad de éstos (Fernandez-
Rios et al., 2022). Estos superfoods se han vuelto populares, debido a su impacto positivo en
la salud, estimulando el sistema inmunolégico y el buen funcionamiento de 6rganos del
cuerpo humano (Fernandez-Rios et al., 2022). El consumo de estos alimentos, con altas
concentraciones de nutrimentos, podrian reducir los indices de muerte provocados por
enfermedades cronicas degenerativas, al prevenir o contrarrestar los dafios por estrés
oxidativo (Kolniak-Ostek et al., 2020).

Un mayor consumo de frutas, es deseable para mantener una alimentacién saludable
y para ayudar a reducir el riesgo de sufrir alguna enfermedad cronica. Los frutales de
manzano Yy peral, son de los cultivos caducifolios mas importantes a nivel mundial,

alcanzando en el caso de la manzana una produccion de 86.44 millones de toneladas, mientras



UAH

INTRODUCCION GENERAL

que la pera alcanzo las 25.8 toneladas métricas en el afio 2021 (FAOSTAT, 2023). Son de
los frutos més consumidos en el mundo, forman parte importante de la dieta humana, debido
a los beneficios que aporta a la salud, ya que son fuente de sustancias bioldgicamente activas,
como fitoquimicos, azlcares solubles, aminoacidos, acidos organicos, vitaminas y minerales
los cuales les brindan a los frutos caracteristicas organolépticas aceptables para ser
consumidas, ademas de mejorar el sabor y aumentar su calidad nutraceltica (Azzini et al.,
2019; Kumar et al., 2018; Wang et al., 2021).

Para satisfacer las demandas de alimentos tanto en produccion, como en calidad se
buscan estrategias para mejorar el rendimiento y la calidad de los frutos de manzana y pera.
Una de estas estrategias, es la adicion de fertilizantes que aportan los nutrientes necesarios
para el crecimiento de las plantas (Seleiman et al., 2021). El nitrégeno (N), fosforo (P) y
potasio (K), son los macronutrientes vegetales mas importantes que requieren los manzanos
y perales (Brunetto et al., 2015). La falta de estos macronutrientes impacta negativamente a
la produccion y crecimiento de las plantas (Sayah y Jameel, 2020).

Aunado a lo anterior, también se buscan alternativas novedosas y de vanguardia, que
permitan incrementar el contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante en los
frutos de manzana y pera para que puedan incluirse en los llamados superfoods, para obtener
los beneficios que estos alimentos ofrecen. Una tecnologia de vanguardia es la aplicacion de
micronutrientes esenciales en forma de nanoparticulas para la nutricién de los cultivos
(Lbpez-Vargas et al., 2018). Las nanoparticulas, son agregados atdbmicos con un tamafio que
oscila entre 1-100 nm al menos en una dimension, debido a este pequefio tamafio exhiben
propiedades fisicoquimicas diferentes como alta relacion superficie-volumen, mayor
reactividad, mayor poder de ionizacion, lo que les permite interactuar con estructuras
intracelulares e inducir cambios en diferentes vias metabdlicas, en comparacién con la
aplicacion de micronutrientes en sus formas convencionales (Fortis-Hernandez et al., 2022;
Garcia-Lopez et al., 2019; Zahedi, Hosseini, et al., 2019). Particularmente las nanoparticulas
de selenio, cobre, hierro y zinc, han mostrado efectos positivos en la morfologia, fisiologia y
bioguimica de las plantas (Hernandez-Hernandez et al., 2019). Achari y Kowshik, (2018), en
su estudio mencionan que las nanoparticulas, también pueden ingresar al fruto, cuando se

aplican foliarmente y pueden mejorar la calidad de los nutrientes. Estudios recientes
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demuestran que la aplicacion foliar de nanoparticulas de algunos micronutrientes como zinc,
cobre, hierro y selenio, se logra incrementar el contenido de compuestos bioactivos y
capacidad antioxidante, en algunos cultivos tales como; chile habanero (Garcia-Lopez et al.,
2019), chile jalapefio (Pinedo-Guerrero et al., 2017), tomate (Lopez-Vargas et al., 2018),
moringa (Juarez-Maldonado et al., 2018), plantas de café (Rossi et al., 2019), pepino
(Guillén-Enriquez et al., 2022), fresas (Zahedi, Abdelrahman, et al., 2019), meldn (Fortis-
Hernandez et al., 2022; Rivera-Gutiérrez et al., 2021), entre otros. Genaidy et al. (2020),
revelaron que aplicaciones foliares en frutos de olivo a 20 ppm de NPs de triéxido de boro
(B203) mas 200 ppm de NPs oxido de zinc ZnO, se obtienen frutos con mejores
caracteristicas de defensa antioxidante no enzimatica. Elsheery et al. (2020), informaron que
aplicaciones combinadas de nanoparticulas de ZnO (100 mg L™?) y silicio (150 mg L?),
mejoro la absorcion de nutrientes por lo que increment6 la calidad intrinseca en frutos de
mango. En arboles de granada Davarpanah et al. (2016), informaron en su estudio que
aplicaciones combinadas de nanoparticulas de boro y zinc, se obtienen frutos con mayor
contenido de fenoles totales, azlcares totales y acido ascérbico. En frutos membrillo Rahemi
et al. (2020), mostraron que aplicaciones foliares de NPs de quelato de hierro indujo una

mayor actividad de la enzima catalasa y mayor contenido de fenoles totales.

Por lo anterior el objetivo del presente estudio fue evaluar dos formulaciones de
fertilizacion edéafica y aplicaciones foliares con nanoparticulas de cobre, selenio, hierro y
zinc, sobre el rendimiento y el contenido de compuestos bioactivos en frutos de manzana y

pera.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de dos formulaciones de fertilizacion edafica y aplicaciones foliares
con nanoparticulas de selenio, cobre, hierro y zinc, sobre el rendimiento y compuestos

bioactivos en frutos de Malus domestica L. y Pyrus communis L.

Objetivos especificos

e Presentar informacion reciente sobre el impacto del uso de nanofertilizantes de macro
y micronutrientes esenciales en la nutricion de los cultivos frutales, para aumentar el

rendimiento y caracteristicas nutricionales en los frutos.

e Evaluar los efectos de las aplicaciones de fertilizacion edafica con N, P y K y las
aplicaciones foliares con nanoparticulas de selenio y zinc sobre el rendimiento, el
contenido de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante en los frutos de

manzana.

e Evaluar el efecto de la aplicacion foliar con nanoparticulas de selenio, cobre, hierro

y zinc sobre el sistema antioxidante, enzimatico y no enzimatico en frutos de pera.
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HIPOTESIS

Con la fertilizacion edafica y aplicacion foliar con nanoparticulas de cobre, selenio,

hierro y zinc, se obtiene un mayor rendimiento y calidad en frutos de manzana y pera.

JUSTIFICACION

Los frutos de manzana y pera ofrecen nutrimentos importantes para la dieta humana,
ademas de ofrecer al paladar una textura crujiente y sabor dulce, son una rica fuente de
azlcares, minerales, fibra dietética y compuestos funcionales como acido ascérbico y
compuestos fendlicos (Kumar et al., 2018). Son de los cultivos frutales mas consumidos a
nivel mundial, después de todos los citricos, uvas y platanos (FAOSTAT, 2023). Sin
embargo, a pesar de la importancia econémica y nutritiva que poseen estos frutos, la
produccién de manzano y peral, en nuestro pais, es generalmente baja, debido principalmente
a una inadecuada aplicacion de fertilizacion de macro y micronutrientes y un escaso nivel
tecnoldgico, entre otros. Por lo cual, los rendimientos de estos cultivos son bajos. Varios
estudios han demostrado que, sin los aportes de una fertilizacion eficiente y oportuna, los
rendimientos de algunos cultivos de se ven seriamente afectados (Davarpanah et al., 2017).
Por tanto, la nutricion es fundamental, para lograr una mayor produccién agricola y mayor

calidad de los frutos.

Por lo anterior, es necesario, el empleo de novedosas tecnologias que permitan
aumentar la productividad en los sistemas agricolas, siendo mas amigables con el medio
ambiente (Seleiman et al., 2021). ElI empleo de la nanotecnologia, mediante el uso de
nanoparticulas, se ha convertido en uno de los campos cientificos mas innovadores para la
nutricion de las plantas. Estos fertilizantes a escala nanométrica (1-100 nm), presentan
caracteristicas fisicoquimicas Unicas, en comparacion con sus contrapartes a granel, las

cuales, por su tamafio reducido, permiten una mayor absorcion de nutrientes, por lo que se
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afecta positivamente el rendimiento y el contenido de compuestos bioactivos en los productos

hortofruticolas.

Los estudios sobre la aplicacion de nanoparticulas y su efecto en frutales ain son muy
limitados. En manzano se ha reportado la aplicacion de nanoparticulas de calcio, para mejorar
su calidad, retrasar la maduracion y senescencia. Los resultados reportan que las NPs de Ca
tienen el potencial para mejorar la calidad de los frutos de manzana (Ranjbar et al., 2018),

mientras que en peral ain no existen aplicaciones de nanoparticulas al respecto.

Por todo lo anterior, en el presente estudio, se evaluo el efecto de dos formulaciones
de fertilizacion al suelo, complementando con aplicaciones foliares con nanoparticulas de
cobre, selenio, hierro y zinc, sobre el rendimiento y calidad intrinseca de los frutos del

manzano Yy peral.

10



UAH

Manzano

|

Rendimiento

DIAGRAMA METODOLOGICO

Trabajo en campo

2020

2021

Fertilizacion al suelo con N, Py K
Inicio de enero, ambas temporadas

Aplicaciones foliares con

nanoparticulas de Se, Cu, Fey Zn

Cosecha, en madurez fisioldgica

Se trasladaron al laboratorio

poscosecha del ICAp de la UAEH

Peral

En plena floracion

‘ En el cuajado

Durante el desarrollo del fruto
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APLICACION DE NANOFERTILIZANTES DE MACRO Y
MICRONUTRIENTES ESENCIALES PARA MEJORAR EL
RENDIMIENTO Y LA CALIDAD DEL FRUTOS EN FRUTALES

RESUMEN

Hoy en dia, existen muchas amenazas que aquejan a una agricultura sostenible, de las
mas preocupantes, es el cambio climatico y un creciente aumento de la poblacion, por lo cual,
es necesario y urgente el empleo de novedosas tecnologias, que permitan aumentar el
rendimiento y la calidad en los cultivos frutales, al mismo tiempo que sean amigables con el
medio ambiente. La nanotecnologia con el uso de nanofertilizantes (NF), proporciona
soluciones sostenibles al reemplazar los fertilizantes convencionales con sus equivalentes
nanoparticulas (NPs), las cuales, debido a su tamarfio, presentan caracteristicas Unicas para la
nutricion de las plantas. EI empleo de estos nanofertilizantes en la horticultura presentan
beneficios importantes en el crecimiento vegetativo, mejorando el crecimiento reproductivo
y la floracién, aumentando asi el rendimiento agricola, la calidad de los frutos y en Gltima
instancia mejorando su vida util. Estos materiales a escala nanométrica (1-100 nm), presentan
caracteristicas fisicoquimicas Unicas, son una alternativa eficaz a los fertilizantes
convencionales, ya que, al tener un tamafo reducido y aplicarse a bajas concentraciones,
permite aumentar la eficiencia en el uso de nutrientes, por lo que se ve favorecido el
rendimiento y la calidad en los frutos. En esta revision, se discute el uso de diferentes
nanoparticulas en cultivos frutales, sus beneficios, productividad y como afecta en la

nutricion de los frutos.

Palabras clave: Agricultura sostenible; compuestos bioactivos; metabolitos secundarios;

nanotecnologia agricola; nutricion vegetal; rendimiento; seguridad alimentaria.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, el sector agricola enfrenta mdltiples desafios para seguir
alimentando a una poblacién en constante aumento y afrontar con éxito las inclemencias del
cambio climéatico que cada dia se convierte en una amenaza importante para la poblacién
humana (Habib-ur-Rahman et al., 2022; Usman et al., 2020). El uso de fertilizantes quimicos
sintéticos, incrementan los rendimientos en los cultivos fruticolas, sin embargo, el uso
indiscriminado y concentraciones elevadas de estos fertilizantes, provocan efectos negativos

en la calidad de los frutos y deterioro del suelo (Sharma et al., 2020).

Por otro lado, incrementar el consumo de frutas es importante para reducir el riesgo
de desarrollar algun tipo de enfermedad crdnica degenerativa, que cada afio cobra la vida de
mas de 17 millones de personas en el mundo (OMS, 2023). Los principales factores que
originan estos padecimientos son, una mala nutricién, bajo consumo de frutas y verduras,
escasa actividad fisica, entre otros. Por ello, es importante mantener los cultivos frutales, con
los requerimientos nutricionales adecuados, para una mayor productividad y mayor calidad
en los frutos (Sharma et al., 2020).

Por lo anterior, se buscan alternativas novedosas y de vanguardia, que permitan
resolver los problemas que aquejan a una agricultura sostenible. La nanotecnologia,
proporciona soluciones sostenibles, para hacer frente a los peligros del hambre, aumentar la
seguridad alimentaria, aumentar la biodisponibilidad de los nutrientes y por ende tener una
mejor vida (Fadiji et al., 2022; Seleiman et al., 2021). La nanotecnologia, con el uso de
nanofertilizantes (NF, particulas que se encuentran en un rango de tamafio de 1-100 nm), esta
cobrando enfoques novedosos para la nutricion de los cultivos frutales. EI uso de NF en la
agricultura, permiten la liberacidn de nutrientes de forma gradual, se utilizan para reducir las
dosis de los fertilizantes convencionales, aumentar el rendimiento y la eficacia en el uso de
nutrientes, ademas de una mayor biodisponibilidad, actividad bioldgica y reactividad (Meena
y Aravinda, 2017; Nongbet et al., 2022), esto debido a sus caracteristicas fisicoguimicas que
presentan como tamafio mas pequefio, alta relacion superficie-volumen, mayor reactividad,
alto poder ionizante, mejor estabilidad quimica, mayor absorcion, mayor tolerancia al pH,
mayor estabilidad térmica y alta eficiencia en el uso de nutrientes, lo cual les permite

interactuar a nivel celular y hacer cambios en diferentes vias metabélicas, en comparacion
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con los efectos de los fertilizantes en sus formas convencionales (Fatima et al., 2020;
Seleiman et al., 2021).

El factor mas ampliamente investigado y desarrollado relacionado con los arboles
frutales son los nanofertilizantes (NF), se utilizan ampliamente en la horticultura, para la
nutricion de los arboles, mediante aplicaciones al suelo, inyectados in vitro y foliares, los
cuales proporcionan nutrientes con alta eficiencia y bajo desperdicio, debido a su
translocacion mas rapida a los diferentes 6rganos de las plantas (Rico et al., 2011; Sharma et
al., 2020; Zahedi et al., 2020). Los NF son los activos mas importantes de la nanotecnologia
en la agricultura y podrian ser una opcion en el sector horticola para aumentar el rendimiento
y calidad intrinseca en los frutos (Sharma et al., 2020), ademéas Abou EI-Nour et al. (2010),
informan que la aplicacion de NF a cultivos frutales puede reducir el estrés abiotico, lo que
afectaria positivamente la calidad de los frutos. Estos NF juegan un papel muy importante en
el aumento del crecimiento vegetativo, mejorando el crecimiento reproductivo y la floracion,
por lo que se veria beneficiado el rendimiento, la calidad y vida til de los frutos (Zahedi et
al., 2020), ademas estudios muestras que estos NF, pueden aumentar la fertilidad natural del
suelo, la biodisponibilidad de los nutrientes en las plantas y la calidad de los frutos, esto es
por una mejor eficiencia en el uso de nutrientes, lo cual reduce la toxicidad del suelo, reduce
la pérdida de nutrientes, por lo que se garantiza la seguridad alimentaria (Chhipa, 2017;
Nongbet et al., 2022).

Segun los requisitos de nutricion de las plantas, los nanofertilizantes se dividen en,
macro y micronutrientes (Chhipa, 2017; Seleiman et al., 2021; Sharma et al., 2020). Estudios
muestran que debido a varios procesos complejos edaficos los macronutrientes aplicados en
sus formas convencionales, se inmovilizan dentro del suelo, obstruyendo su disponibilidad y
absorcion por parte de las plantas, ocasionando que menos de la mitad sean utilizados por las
plantas, es decir, que no llegan a sus sitios activos, debido a diferentes factores como fotolisis,
lixiviacion, mineralizacion, inmovilizacion y degradaciébn microbiana, causando
contaminacion ambiental (Fatima et al., 2020; Seleiman et al., 2021; Sharma et al., 2020),
por lo cual, la aplicacion de estos nutrientes en sus correspondientes nanoparticulas, puede

disminuir estos terribles efectos ambientales.

15



UAH

CAPITULO |

Por lo anterior, esta revision, tiene como objetivo presentar informacion reciente
sobre el impacto del uso de nanofertilizantes de macro y micronutrientes esenciales en la
nutricion de los cultivos frutales, para aumentar el rendimiento y caracteristicas nutricionales

en los frutos.

2. Nanofertilizantes de macronutrientes

Los nanofertilizantes (NF), son sustancias innovadoras, creadas por técnicas
nanotecnolodgicas que tienen el potencial de reemplazar a los fertilizantes convencionales, en
sus correspondientes nanoparticulas (Abdelmigid et al., 2022). Los elementos nutritivos en
los cultivos frutales, se dividen en dos categorias: macronutrientes y micronutrientes. Los
primeros forman parte en la estructura de las moléculas y su nombre de macronutrientes hace
referencia a que se necesitan en grandes cantidades, mientras que los micronutrientes son
constituyentes enzimaticos y por tanto se necesitan en pequefias cantidades (Azcén-Bieto y
Talon, 2013).

Por lo anterior, se buscan estrategias para un 6ptimo manejo de macronutrientes, para
un correcto crecimiento y produccion (Sharma et al., 2020). Las necesidades nutricionales de
cada cultivo dependen de varios factores entre los que destacan, disponibilidad de nutrientes
del suelo, pH, contenido de materia organica, humedad y la variedad del cultivo. Las
aplicaciones de fertilizantes de macronutrientes, estan sujetas al resultado de un analisis
quimico del suelo, analisis foliar y observaciones de campo. Una fertilizacion eficiente
depende de los requerimientos nutricionales de la planta, estado nutricional del suelo, y la
época de aplicacion (Brunetto et al., 2015). La aplicacién oportuna de fertilizantes a los
cultivos frutales, son indispensables para el crecimiento, para mejorar el rendimiento y la
calidad de los cultivos, estos nutrientes proporcionan los elementos necesarios para el
desarrollo de las plantas. Los cultivos frutales requieren de macronutrientes como nitrégeno
(N), fésforo (P) y potasio (K), en grandes cantidades, sin embargo, debido a su baja eficiencia
de absorcidn, sélo una pequefia fraccidn es aprovechada por los arboles, causando pérdidas
econdmicas importantes y contaminacion ambiental grave (Adeyemi et al., 2020; Ahmad et
al., 2022; Brunetto et al., 2015; Chhipa, 2017; Predoi et al., 2020). Por ello, el empleo de N,
Py K presenta funciones vitales dentro de los cultivos frutales, sin embargo, sus formas

convencionales de aplicacion, producen problemas de absorcion por parte de la planta.
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2.1 Nitrdogeno (N)

El nitrogeno es el nutriente méas importante para el desarrollo de las plantas, forma
parte estructural de biomoléculas como proteinas y acidos nucleicos. Este macronutriente,
ayuda al crecimiento y desarrollo de las plantas, es indispensable para lograr un buen
rendimiento y calidad del fruto (Hu et al., 2018). El N, participa en diferentes funciones
importantes para un adecuado crecimiento, ya que es componente de la estructura, division
y crecimiento celular, se requiere para la sintesis de clorofila a través de su participacion en
el proceso de fotosintesis, donde ingresa a la sintesis de enzimas y proteinas (Davarpanah et
al., 2017; Sayah y Jameel, 2020). Participa en la formacion de carbohidratos, determina el
desarrollo de las hojas y brotes. Una deficiencia de N impacta en el color de las hojas y reduce
el tamafio de los frutos, en la mayoria de los suelos agricolas, este macronutriente se
encuentra como deficiente y aunque existe en gran porcentaje en la atmoésfera, las plantas no
lo pueden aprovechar y utilizan las formas asimilables que son los nitratos y amonio
(Davarpanah et al., 2017; Nongbet et al., 2022; Toranzo, 2016).

2.2 Faésforo (P)

Presenta un papel muy importante en el aumento de la division celular, en la
estimulacion del crecimiento de raices y flores ya que se encuentra en las partes jévenes como
los extremos de raices y brotes. La deficiencia de fosforo conlleva a retrasos en la maduracion

de la planta (Sayah y Jameel, 2020).

Los principales inconvenientes de los materiales fosfatados, son su baja absorcién por
parte de la planta, ya que cambian muy rapido de sus formas asimilables a sus formas menos
accesibles, por lo que de 80-90% del fésforo no puede ser absorbido y se pierde en el medio
ambiente (Carmona et al., 2022; Nongbet et al., 2022)

2.3 Potasio (K)

Es el tercer macronutriente mas importante después del N y el P, y tiene un papel
regulador vital en todas las funciones fisicoquimicas de las plantas para mantener el
crecimiento y desarrollo normal (Seleiman et al., 2021). Interviene en funciones fisioldgicas
relacionadas a la salud de la planta. Se caracteriza por la gran movilidad y solubilidad en el

interior de los tejidos vegetales, ejerce una gran influencia en la permeabilidad de las
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membranas celulares y en la hidratacion de los tejidos. Interviene en la economia hidrica de
la planta, regulando la absorcion y la pérdida por transpiracién, asi como también interviene
en la sintesis de proteinas, actividad enzimética, fotosintesis y translocacion de carbohidratos
(Coitifio-Lopez et al., 2016; Yfran et al., 2017). El potasio, es uno de los nutrientes mas
abundantes en la fruta donde afecta positivamente el tamafio, firmeza, color de la piel, solidos

solubles totales, acidez, jugosidad y aroma (Brunetto et al., 2015).

El uso de nanofertilizantes (NF), de macronutrientes en arboles frutales, se esta

investigando y tienen efectos positivos en la nutricion de los arboles frutales.

3. Nanoparticulas de micronutrientes o microelementos

La aplicacion de micronutrientes en arboles frutales, juegan un papel muy importante
en el crecimiento, floracion, cuajado, rendimiento y calidad de los frutos (Davarpanah et al.,
2017; Garcia-Lopez et al., 2019; Nithin Kumar et al., 2017). Estudios han demostrado que la
aplicacion de micronutrientes, proporcionan una respuesta mas rapida que la aplicacion al
suelo, debido principalmente a que los nutrientes se absorben facilmente a través de la
superficie de las hojas, 1o que mejora el equilibrio de nutrientes y ayuda en el cuajado y
retencion de los frutos, lo que ayuda a incrementar su rendimiento y calidad intrinseca
(Elsheery et al., 2020; Garcia-Lépez et al., 2019; Nithin Kumar et al., 2017). Abou-Aly et al.
(2015), informan que concentraciones bajas de micronutrientes como zinc, hierro, y
manganeso, aplicados por pulverizacion foliar, aumentaron significativamente el
rendimiento de los cultivos. Estos elementos afectan las funciones metabdlicas en el sistema

vegetal.

Dentro de los micronutrientes el zinc, hierro, cobre y selenio participan en muchas
funciones importantes en el desarrollo de las plantas, algunas de ellas se describen a

continuacion

3.1 El Zinc (Zn)

Considerado como uno de los ocho micronutrientes esenciales para las plantas, es
esencial para humanos y animales. Se requiere en todos los tejidos fotosintéticos y la
biosintesis de clorofila. Desempefia un papel importante en el cuajado y retencion de los

frutos, asi como en su rendimiento y calidad. Es importante para el metabolismo de las
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auxinas fitorreguladoras del crecimiento, las cuales influyen en la elongacion y division
celular (Méndez-Arguello et al., 2016). EI Zn es esencial para la actividad de diferentes
enzimas como son las deshidrogenasas, aldolasas, isomerasas, transfosforilasas, ARN y ADN
polimerasas, debido a que actia como cofactor (Nithin Kumar et al., 2017). También
participa en la sintesis del triptéfano, division celular, mantenimiento de la estructura de la
membrana y fotosintesis. El Zn es necesario en la biosintesis de proteinas y el metabolismo
de los carbohidratos, presenta un papel importante en la expresion génica relacionada con el
estrés ambiental (Davarpanah et al., 2016; Garcia-Lopez et al., 2019; Genaidy et al., 2020).

Por otro lado, la deficiencia de zinc causa; clorosis intervenal, hojas angostas y
puntiagudas, entrenudos cortos, apertura tardia de los brotes vegetativos y florales y una

disminucion significativa en la produccion y calidad del fruto (Saa et al., 2018).

Estudios muestran que la utilizacion de fertilizantes aplicados foliarmente con
microelementos como Zn, B, Cu, Mn, Fe, tienen ventajas para Su uso en campo, presentan
una buena efectividad y una respuesta favorable de la planta, ademéas de que aplicarlos
foliarmente ayudan a evitar los sintomas de toxicidad al suelo (Fernandez et al., 2013; A.
Singh et al., 2017).

3.2 Hierro (Fe)

El hierro es un micronutriente importante requerido para el crecimiento y desarrollo
de las plantas (Nemati et al., 2018). Esta involucrado en la formacion de la clorofila, ADN,

estructura del cloroplasto, respiracion y varias vias metabolicas (Seleiman et al., 2021).

La deficiencia del hierro causa trastornos a las plantas conocido como clorosis foliar
y atrofia (Malhotra et al., 2020). La deficiencia o baja actividad de hierro en la planta hace
que la clorofila no se produzca en cantidades suficientes y las hojas se presenten palidas y se
vean como color amarillento entre las venas de las hojas, especialmente en hojas jovenes, lo
gue en consecuencia podria provocar la necrosis de todas estas hojas. El hierro esta
involucrado en varios procesos fisioldgicos; sirve como activador de procesos bioquimicos
como la respiracion, reaccion redox, la fotosintesis y la fijacion simbidtica de nitrogeno
(Pawar et al., 2019). Los sintomas por deficiencia de hierro pueden ocurrir en suelos (pH

>7.0). El hierro es mas importante para las plantas que otros micronutrientes, ya que es un
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cofactor de aproximadamente 140 enzimas que catalizan reacciones bioquimicas Unicas
(Nemati et al., 2018).

El hierro se encuentra en el suelo de forma abundante, aunque existen reportes en la
literatura que sugieren que el 30% del suelo en el mundo es deficiente de hierro y esto se
debe a la presencia de hierro en forma insoluble (Fe*), en lugar de la forma disponible (Fe),
que usan las plantas. Esta deficiencia en el suelo no solo afecta el crecimiento de las plantas,
sino que también conduce a una deficiencia en los seres humanos gque causa anemia (Pawar
etal., 2019).

3.3 Cobre (Cu)

El cobre es un micronutriente esencial, para el crecimiento normal de las plantas (Da
Costa y Sharma, 2016). Por sus multiples estados de oxidacion, esta involucrado en muchos
procesos fisioldgicos. Actlla como componente estructural en proteinas reguladoras y en
aquellas que estan involucradas en el transporte de electrones fotosintéticos, respiracion
mitocondrial. respuestas al estrés oxidativo, al metabolismo de la pared celular y la
sefializacion hormonal. Es un cofactor de antioxidantes como la superdxido dismutasa y la
ascorbato oxidasa (Seleiman et al., 2021). A nivel celular el Cu también juega un papel
importante en la sefializacion de la transcripcidn, la maquinaria de trafico de proteinas, la

fosforilacion oxidativa y la movilizacion del hierro (Da Costa y Sharma, 2016).

La deficiencia de cobre conduce a diversos trastornos; necrosis, retraso en el
crecimiento, bajo nimero de semillas, granos y frutas, aunado a un bajo rendimiento de las

cosechas (Seleiman et al., 2021).

3.4 Selenio (Se)

Es un micronutriente esencial para muchos organismos vivos, incluidos los humanos
y otros animales (Pezzarossa et al., 2011). Es un nutriente beneficioso para las plantas,
importante para los cultivos alimentarios, ya que es una de las especies dominantes en el
suelo, pero aun se desconoce el mecanismo de su absorcion por las plantas (Pezzarossa et al.,
2011; M. Singh et al., 2019).
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El selenio, es necesario para la defensa antioxidante, ya que induce la expresion de
genes de asimilacion de azufre y es parte integral de la enzima glutation peroxidasa. La
suplementacion con Se puede mejorar la glutation peroxidasa (GPx) y la actividad de otras
proteinas basadas en Se. Este microelemento, se utiliza para contrarrestar diversos estreses
abiodticos como sequia, estrés salino, radiacion UV-B, senescencia, metales pesados, alta

temperatura y desecacion (Hernandez-Hernandez et al., 2019; Zahedi et al., 2019).

Estudios muestran que la aplicacion de concentraciones bajas de selenio en las
plantas, estimula el crecimiento y la calidad de los frutos, mejora la fotosintesis, asi como
también activa el mecanismo de defensa contra el estrés abidtico y bidtico (Hernandez-
Hernandez et al., 2019).

4. Mecanismo de absorcion de nanofertilizantes en arboles frutales

Los nanofertilizantes son considerados como la aplicacion méas importante de la
nanotecnologia en la horticultura, su aplicacién, se puede hacer mediante dos mecanismos;
via foliar y via raices, cuando se aplican sobre las hojas, se hace en forma de aerosol o
aspersion, la penetracion es por las estomas y luego se desplazard por el floema hacia
diferentes tejidos de las plantas. Cuando se aplica a la zona de las raices, es mediante el riego
y de esta manera las NP se pueden desplazar por el sistema conductivo del xilema (Lira-
Saldivar et al., 2018).

4.1 Absorcion foliar de nanofertilizantes

Cuando la aplicacién se realiza via foliar, las NP, se enfrentan a la barrera cuticular
antes de entrar a los tejidos vegetales (Pollard et al., 2008). En arboles frutales las NP se
rocian en las ramas y en las hojas para mejorar el crecimiento, los rasgos fisiologicos y de
productividad, ya que estos compuestos, pueden penetrar facilmente en los tejidos de las
plantas, a través de los estomas (Ahmed et al., 2017; Zahedi et al., 2020). Su efecto se puede
deber a su tamafio pequefio, una de las propiedades mas importantes de las NP, gracias al
cual, las NPs pueden cruzar la epidermis a través de los estomas, grietas o poros de las hojas,
luego trasladarse a través de las vias apoplasto y simplasto, seguido de un transporte a las
células del mesdfilo, en donde gracias al xilema y floema se distribuyen a diferentes partes
de la planta (Zhu et al., 2020). Las NP dentro de las células, pueden interactuar con

estructuras intracelulares, que estimulan la formacion de especies reactivas de oxigeno y

21



UAH

CAPITULO |

mensajeros de sefializacion secundarios, que activan la maquinaria de defensa antioxidante
tanto enziméatica como no enzimatica (incluidos fenoles totales y flavonoides), para eliminar
el exceso de ROS (Fortis-Hernandez et al., 2022; Rivero-Montejo et al., 2021).

4.2 Absorcion de nanofertilizantes via suelo

Las nanoparticulas aplicadas al suelo se absorben inicialmente en la superficie de las
raices y luego cruzan varias barreras, hasta llegar al sistema vascular (Lv et al., 2019). Las
NP atraviesan la cuticula de la superficie de la raiz y llegan a la epidermis de la raiz,
posteriormente pueden seguir las vias apoplasticas o simplasticas (Lv et al., 2019; Seleiman
et al., 2021). Los nanofertilizantes, presentan una alta absorcion, posteriormente se van
liberando elementos nutritivos gradualmente (Zahedi et al., 2020).

Por tanto, se puede decir que los NF, pueden ser absorbidos por las raices cuando se
aplican al suelo o por las hojas cuando la aplicacion es foliar (Zahedi et al., 2020). EI tamafio
de las nanoparticulas es fundamental, con diametros pequefios, permiten la entrada mas
facilmente a la cuticula, mientras que con diametros mayores la absorcion se ve afectada. Sin
embargo, la absorcién, translocacién y acumulacion de NP, depende de la especie vegetal, la
morfologia de las hojas, nimero y tamafio de los estomas, configuracion quimica, estabilidad

y concentracion de las NP (Singh et al., 2017).

En la aplicacidn al suelo, la translocacion de NF, puede seguir las vias apoplasticas o
simplasticas. En la via apopléastica, las NP entran en primer lugar en los poros de la pared
celular y luego se trasladan al espacio intercelular, sin embargo, cabe mencionar que el
diametro de los poros de la pared celular restringe las NP mayores de 20 nm a través de la

via apoplastica (Seleiman et al., 2021).

En la actualidad las aspersiones foliares de nutrientes en la mayoria de los huertos
frutales se han vuelto habitual y sus efectos sobre las caracteristicas de crecimiento en brotes

y frutos han sido positivos (Kamiab y Zamanibahramabadi, 2016).

La absorcién foliar, esta influenciada por varios factores, como pueden ser; la especie
vegetal, la edad de las hojas, tipo y concentracion de nutrientes, formulacién del producto,

condiciones climaticas y el estado nutricional de la planta (Nithin Kumar et al., 2017).
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5. Aplicaciones foliares de nanoparticulas

En la actualidad las aspersiones foliares de nutrientes en la mayoria de los huertos
frutales se han vuelto habitual y sus efectos sobre las caracteristicas de crecimiento en brotes
y frutos han sido positivos (Kamiab y Zamanibahramabadi, 2016). La absorcién foliar, esta
influenciada por varios factores, como pueden ser; la especie vegetal, la edad de las hojas,
tipo y concentracion de nutrientes, formulacion del producto, condiciones climéticas y el
estado nutricional de la planta (Nithin Kumar et al., 2017).

6. Aplicacion de nanofertilizantes en arboles frutales

La nanotecnologia es utilizada ampliamente en la agricultura y la horticultura, con la
aplicacion de nanofertilizantes (NF) se logra aumentar el crecimiento vegetativo, la
polinizacién y la fertilidad de las flores, lo que conlleva a un mayor rendimiento y una mejor
calidad de los frutos (Al-Hchami y Alrawi, 2020; Zahedi et al., 2020). Aunque como
mencionan Elsheery et al. (2020), siguen siendo limitados los hallazgos sobre el uso de
nanomateriales para mejorar el crecimiento, el desarrollo y la productividad en los arboles.
Los mismos autores mostraron que aplicaciones combinadas de NP ZnO a 100 ppm, con
nanoparticulas de silicio NP Si a 150 ppm, se logra incrementar el crecimiento, el
rendimiento y calidad en los frutos de mango. Por otra parte, Genaidy et al. (2020), mostraron
que aplicaciones foliares en frutos de olivo a 20 ppm de NP B2O3z méas 200 ppm de NP ZnO
se obtiene un mayor rendimiento de frutos, con alto porcentaje de aceite en la semilla 'y con
baja acidez. En arboles de granada Davarpanah et al. (2016), aplicaron pulverizaciones
foliares de NP de B y NP de Zn a bajas concentraciones, con lo que mostraron que una sola
aplicacion fue suficiente para lograr aumentos en el rendimiento y mejora en la calidad
intrinseca en los frutos. En manzanos Ranjbar et al. (2018), compararon los efectos de
aplicaciones foliares con NP de Ca y aplicaciones convencionales de cloruro de calcio, los
resultados mostraron que los fertilizantes a base de nanoparticulas de calcio, mejoraron la
calidad poscosecha. Zahedi et al. (Zahedi et al., 2019), estudiaron el efecto de aspersiones
foliares de selenio (Se) y nanoparticulas de selenio (NP Se), sobre el rendimiento y la calidad
del fruto de granada a concentraciones de 1 y 2 pM. Los resultados mostraron que
aplicaciones foliares con NP de Se, resulta en aumentos significativos en el area foliar, en el

contenido de clorofila, en el nimero de frutos por arbol, en el grosor de la cascara, en el
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diametro de la fruta y en el rendimiento. Una concentracion alta de NP de Se ocasiona un
mayor impacto y es mas beneficioso que una concentracion baja. Los tratamientos con Se y
NP Se, mejoraron el indice de madurez y disminuyeron el agrietamiento de la fruta de
granada. Asi mismo Davarpanah et al. (2018), evaluaron el efecto de aplicaciones foliares
con NP de Caa 0.25y 0.50 g Ca L y cloruro de calcio (CaCl2.2H,0) a 2.73y5.45g Ca L
! sobre el rendimiento y calidad de frutos de granada. Los resultados mostraron que las
aplicaciones foliares con NP Ca lograron el mejor efecto que las aplicaciones convencionales
con Ca. En frutos de granada (Punica granatum L.), Davarpanah et al. (2016) Aplicaron
foliarmente nanoparticulas de zinc (NP Zn, 0, 60 y 120 mg Zn L) y boro (NP B, 0, 3.25 y
6.5 mg B L) sobre el rendimiento y calidad en frutos de granada. Los resultados mostraron
aumentos en el rendimiento, debido principalmente a aumentos en el nimero de frutos por
arbol también reportaron cambios con respecto a caracteristicas fisicas, incluyendo menor
agrietamiento, mayor grosor de la cascara, mayor longitud del fruto, mayor diametro, mayor
peso promedio y contenido de jugo. Se observd un mayor porcentaje de sélidos solubles
totales y hubo una mejora significativa en la calidad del fruto. Davarpanah et al. (2017),
evaluaron los efectos de aplicaciones foliares de nanoparticulas de nitrogeno (NP N, 1.3 y
2.7 g N/arbol) y urea (24.4 y 48.8 g N/arbol), sobre las propiedades fisicas y quimicas de los
frutos de granada. La aplicacion la realizaron en plena floracion y un mes después durante
dos afios consecutivos 2014 y 2015. Los tratamientos de N foliar nN2 a 2.7 g N/arbol y urea
24.4 g N/arbol respectivamente, presentaron los mejores contenidos de N en hojas, mejor

rendimiento y calidad del fruto. Todos estos estudios se resumen en el cuadro 1.

En un estudio reciente Montafio-Herrera et al. (2022), evaluaron el efecto de fertilizaciones
al suelo y foliares en Malus domestica L. Las aplicaciones al suelo fueron con
macronutrientes de N, P y K, usando dos férmulas de fertilizacion (150-50-80 y 100-60-60),
mientras que las aplicaciones foliares fueron con NP de Se a 50 ppm y NP de Zn. La
aplicacion de fertilizantes al suelo y foliares mostraron cambios importantes. Sin embargo,
la aplicacion con NP de Zinc a 250 ppm produjo el mayor rendimiento, nimero de frutos por
arbol, mayor incremento en el contenido de azUcares, asi como también aument6 el contenido

de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante.
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Cuadro 1. Efecto de diferentes nanofertilizantes en el crecimiento y caracteristicas fisicoquimicas de los frutos en arboles frutales.

Fertilizante y NF  Aplicacion Concentracion Cultivo frutal Efectos Referencia
La aplicacion de 1.50 g N L™ de
NP N, incremento el
Ureay NP N Foliar NP N (0.25y 0.50 g N/L). En frutos de rendimiento, namero de frutos (Davarpanah et al.,
Urea (4.6 y 9.2 g N/L) granada ) . P 2017)
por arbol, incrementé el jugo por
ariloy los SST
La aplicacion combinada de 100
NP ZnO y NP Si Foliar NP 520 _(50, 100y 150 ppm). En frutos de p?\ln;dsei’anejzor:éoglogrjg%ﬂonr?oee (Elsheery et al.,
Si (150 y 300 ppm) mango S . 2020)
rendimiento y calidad en los
frutos de mango
La aplicacion combinada de 20
. NP B2O3 (10 y 20 ppm) En frutos del ppm de NP B2O3 con 200 ppm (Genaidy et al.,
NP B20; y NP Zn0 Foliar NP ZnO (100 y 200 ppm) olivo de NP ZnO mayor rendimiento 2020)
de frutos.
La aplicacion de NP Ca mejor6
la calidad poscosecha de los .
NP Cay CaCl; Foliar (':\IP Ca(0,1,1.5y 2%) En frutos de frutos de manzana y redujo las (Ranjbar etal.,
aCl; (0, 1.5, 2y 2.5%) manzana L . 2018)
actividades de las enzimas de la
pared celular.
NP Se a la mayor concentracion
2 uM aumento
NP Sey Se Eoliar 1v2 uM En frutos de  significativamente caracteristicas  (Zahedi, Hosseini, et
(NazSeO.) yoi granada fisicoquimicas, como mayor area al., 2019)
foliar, contenido de clorofila,
namero de frutos por arbol.
El mayor efecto en el
NPy K (1505080, 10060, e coTee
N,PyK;NP Sey Sueloy 60) En frutos de NP. El m:ayor rendimiento (Montafio-Herrera et
NP Zn Foliar NP Se (50 ppm), NP Zn (250 manzana . P al., 2022)
opm) namero de frutos por arbol,

azucares totales, y compuestos
bioactivos, se observé con la
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Nano-quelato super
plus ZFM

Nano-quitosan

Tres formas de
aplicacion con K,
KCI, K2SO. y NPsK

Nano-hierro
Quelato de hierro

Foliar

Foliar

Foliar

Sueloy
Foliar

NP-quelato ZFM (zinc, hierro
y manganeso 2 gL

Nano-quitosan (2.5y 5 mL L™)

Todas las formas de K fueron
al 3%

2000 mg Lt

En almendros

En frutos de
mango (Zebda
y Ewais)

En frutos de
Kaki

En frutos de
membirillo

aplicacion foliar con NP Zn a
250 ppm.

Aument6 el nimero de paniculas
de flores y frutos de paniculas
maduras.

Se recomienda para aumentar la
productividad y calidad en los
almendros.

La aplicacion con 5 mL L de
nano-quitosano aumento el
rendimiento, el nimero de frutos
por arbol y mejoro la calidad en
los frutos de mango.

La aplicacion con NP K mostro
efectos positivos en los frutos de
kaki. Mejoro6 el proceso de
fotosintesis, disminuyo la
peroxidacion lipidica. Mejor
rendimiento, peso y nimero de
frutos por arbol.

La aplicacion foliar de nano-Fe,
en dos tiempos, resulto ser mas
eficaz que el quelato de hierro en
la mejora en la calidad intrinseca
de los frutos de membrilloy en
la clorosis

(Kamiab &
Zamanibahramabadi,
2016)

(Ahmed et al., 2017)

(Lo’ay et al., 2021)

(Rahemi et al., 2020)

NP: Nanoparticulas; NP N: Nanoparticulas de nitrogeno; NP ZnO: Nanoparticulas de 6xido de zinc; NP Si: Nanoparticulas de silicio; SST: sélidos solubles totales;
NP B203: Nanoparticulas de trioxido de boro; NP Ca: Nanoparticulas de calcio; CaCl2: Cloruro de calcio; NP Se: nanoparticulas de selenio; Na2SeO4: Selenato
de sodio; N, Py K: Nitrogeno, fosforo y potasio; NP Se: Nanoparticulas de selenio; NP Zn: Nanoparticulas de zinc; ZFM: Zinc, hierro y manganeso; K: potasio;
KCI: cloruro de potasio, K2SO4: Sulfato de potasio; NP K: Nanoparticulas de potasio.
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7. CONCLUSIONES

La aplicacion, tanto foliar como al suelo de nanofertilizantes de macro vy
micronutrientes a arboles frutales presenta multiples beneficios en la nutricion de las plantas,
gracias al potencial para mejorar la calidad de los frutos y aumentar la productividad de los
cultivos a nivel mundial. Los efectos tanto positivos como negativos van a depender del
cultivo, del tamafio de las nanoparticulas, de la etapa de aplicacion, las concentraciones
usadas entre otros factores.

Lo anterior muestra que se requiere de mayor investigacion sobre los efectos que presentan
las nanoparticulas en arboles frutales y estudiar més cultivares porque las respuestas son muy

diferentes entre especies y cultivares.
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CAPITULO II

EFECTO DE LA FERTILIZACION EDAFICA Y APLICACION FOLIAR
DE NANOPARTICULAS DE Se Y Zn SOBRE EL RENDIMIENTO Y
COMPUESTOS BIOACTIVOS EN Malus domestica L.

RESUMEN

En este estudio, se evalud el efecto de la fertilizacion edafica con N, P, K (150-50-
80, 100-60-60 y sin fertilizacion edafica (SFE)) y la fertilizacion foliar con nanoparticulas
(NPs) de Se 'y Zn (Se-50 ppm, Zn-250 ppm y sin nanoparticulas (NPO0)), sobre el rendimiento
y los compuestos antioxidantes de los frutos de manzana. Este estudio se realiz6 en un huerto
comercial de veinte afios de edad. El disefio experimental fue un disefio de bloques completos
al azar con nueve tratamientos. Se encontré que los tratamientos con dosis de fertilizacién
150-50-80 y 100-60-60 suplementados con NPs de Se y Zn en general incrementaron el
rendimiento, el contenido de azlcar y el &cido ascorbico en los frutos de manzana. El
incremento mas alto en el rendimiento de la fruta se encontro en el tratamiento SFE + NPZn
(+193% en comparacion con el control). Los tratamientos SFE + NPSe y SFE + NPZn
condujeron a un mayor contenido de fenoles y flavonoides totales con valores maximos de
7,6 mg EAG y 15,82 mg EQ por gramo de peso seco respectivamente. Estos compuestos
presentaron una correlacién directa sobre la actividad antioxidante en los frutos. La
aplicacion foliar de nanoparticulas de Se y Zn complementd la fertilizacion del suelo con N,

P, K para mejorar el rendimiento y la sintesis de compuestos bioactivos en manzana.

Palabras clave: Antioxidantes; azlcares; compuestos fendlicos; frutos de manzana;

nanotecnologia agricola; nutricion vegetal.
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1. INTRODUCCION

Las manzanas (Malus domestica L.) son una de las frutas mas consumidas en todo el
mundo después de todos los citricos, uvas y platanos (FAOSTAT, 2022). La produccion de
manzana para el afio 2020 fue de 86,443,757 toneladas, siendo China, Estados Unidos de
Ameérica y Turquia los principales productores del mundo (FAOSTAT, 2023; Musacchi y
Serra, 2018). Las manzanas son importantes para la dieta humana, debido a su excelente
sabor, beneficios para la salud, sustancias biolégicamente activas como compuestos
fenolicos, polisacaridos, acidos organicos, asi como el alto contenido de fibra (Alberti et al.,
2017; Patocka et al., 2020). Generalmente, se consume fresca cuando la fruta estd madura,
pero también se puede encontrar en alimentos procesados como jugos, sidras, vinos, purés,

jaleas, mermeladas, entre otros (Iordanescu et al., 2021; Patocka et al., 2020).

Para satisfacer la demanda de alimentos tanto en produccion como en calidad es
necesario buscar alternativas que mejoren el rendimiento y la calidad intrinseca de los frutos
de manzana. Dentro de estas alternativas se encuentra la adicion de fertilizantes que aporten
los nutrientes necesarios para el crecimiento de las plantas (Seleiman et al., 2021). El
nitrogeno (N), el fosforo (P) y el potasio (K), son los macroelementos mas importantes que
necesitan los manzanos y generalmente se aplican al suelo (Brunetto et al., 2015). La falta de
estos elementos afecta negativamente la produccion y el crecimiento de las plantas (Sayah y
Jameel, 2020). En general, los manzanos pueden extraer estos elementos minerales del suelo
en cantidades de 2,3 kg de N, 0,6 kg de P (como P20s), y 3 kg de K (como K>0) por tonelada
de cosecha. En base a las necesidades de promover el equilibrio entre el crecimiento
vegetativo, el rendimiento y la calidad del fruto, se establecen diferentes formulas o dosis de
fertilizacion (Agusti, 2010). Soto-Parra et al. (2016), evaluaron el impacto de la fertilizacion
en el rendimiento y calidad de la manzana Golden Delicious producida en el norte de México
y encontraron que una dosis de fertilizacion de 138-45-40, aumento el rendimiento y la
calidad de la fruta en la cosecha y poscosecha. Por otro lado, para complementar los
requerimientos nutricionales de los cultivos que no son suministrados por la fertilizacion del
suelo, se utiliza la fertilizacion foliar, a través de la cual se pueden aplicar micronutrientes

que mejoran el equilibrio de la nutricion en la planta, actdan en el cuajado y desarrollo del
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fruto, por lo tanto, se mejora el rendimiento y la calidad de la fruta (Elsheery et al., 2020;
Garcia-Lopez et al., 2019).

En los altimos afios los investigadores han utilizado nanoparticulas para la aplicacion
de estos microelementos, que, debido a su tamafio reducido (<100 nm), presentan
caracteristicas fisicoquimicas Unicas en comparacion con la fertilizacion convencional
(Akanbi-Gada et al., 2019; Garcia-Lopez et al., 2019). La aplicacion de nanoparticulas
metalicas en la agricultura ha sido todo un éxito; sus propiedades garantizan la entrega
efectiva de los nutrientes necesarios para las plantas y una respuesta fisiolégica més rapida,
con una reduccion sustancial de los requerimientos de fertilizacion convencional (Elsheery
et al., 2020). El uso de nanoparticulas mejora la resistencia de las plantas a tolerar diferentes
tipos de estrés abidtico y bidtico, como el estrés salino, bajas temperaturas y enfermedades
de las plantas, y para aumentar el rendimiento de los cultivos y los niveles de compuestos
antioxidantes en las plantas (Attia y Elsheery, 2020; Helaly et al., 2014). La aplicacion de
nanoparticulas de zinc, cobre, hierro, selenio y boro, aument6 el rendimiento, el contenido
de compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante, en algunos vegetales como el chile
habanero (Garcia-Lopez et al., 2019), chile jalapefio (Pinedo-Guerrero et al., 2017), tomate
(Lépez-Vargas et al., 2018), moringa (Juarez-Maldonado et al., 2018), plantas de café (Rossi
etal., 2019), y fresa (Zahedi, Abdelrahman, et al., 2019) entre otros.

En arboles frutales, las nanoparticulas aumentaron el crecimiento vegetativo y
mejoraron el crecimiento reproductivo y la floracion, aumentando asi la productividad y la
calidad de la fruta (Zahedi et al., 2020). Genaidy et al. (2020) obtuvieron un mayor
rendimiento de frutos de olivo, con un alto porcentaje de aceite en la semilla y baja acidez,
con aplicaciones foliares a 20 ppm de NP B20s méas 200 ppm de NP ZnO. Elsheery et al.
(2020) reportaron una mayor absorcién de nutrientes después de aplicaciones combinadas de
nanoparticulas de ZnO y Si, que modificaron positivamente el crecimiento, la productividad
y la calidad de los frutos de mango. Davarpanah et al. (2016) informaron que, en los arboles
de granada, las aplicaciones combinadas de NP B y Zn aumentaron el rendimiento y
mejoraron la calidad de los frutos. Ranjbar et al. (2018) compararon el efecto de NPs de Ca
con las aplicaciones convencionales de cloruro de calcio en manzanos, los fertilizantes con

NPs de Ca mejoraron los atributos de calidad poscosecha. La aplicacion foliar de NPs de Se
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en arboles de Granada mejoro el indice de madurez, aumento el rendimiento de la fruta y el
contenido de compuestos antioxidantes, y disminuyé el agrietamiento en los frutos (Zahedi,
Hosseini, et al., 2019).

La investigacion demuestra la eficacia de las NP de Se y Zn en el rendimiento de los
cultivos y la mejora de la calidad; sin embargo, faltan evaluaciones sobre sus efectos en la
complementacidn de la fertilizacion edafica con N, P y K en manzanos. Por lo tanto, en este
estudio, nuestro objetivo fue evaluar los efectos de las aplicaciones de fertilizacion edafica
con N, P y Ky las aplicaciones foliares con nanoparticulas de selenio y zinc sobre el
rendimiento, el contenido de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante en los frutos

de manzana.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

Se adquirio el carbonato de sodio anhidro y tricloruro de aluminio de J.T. Baker S.A.
de C.V. (Avantor Performance Materials, Center Valley, Pennsylvania, EUA). Compramos
acido galico; quercetina 2,2'-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH); 2,2'-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS); Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico); reactivo de Folin-Ciocalteu; antrona; acido sulfurico; 4acido 3,5-
dinitrosalicilico; tartrato de potasio sodico; hidroxido sddico; acido tricloroacético; y etanol
de Quimica Meyer (Quimica Suastes S.A. de C.V. Tlahuac, México, D.F., México).

El Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA), Saltillo, Coahuila, México,
proporciond las nanoparticulas de Se y Zn. Segun el proveedor, las NPs de Se son de
morfologia esférica, con un rango de tamafio de 2-20 nm, determinado por microscopia
electronica de transmision (TEM). Gonzélez-Garcia et al. (2021) y Trevifio-Lopez et al.
(2021) proporcionaron caracterizaciones completas. Sintetizamos las NPs de ZnO segun el
procedimiento reportado por Garza-Alonso et al. (2021), y tenian una forma cuasi-esférica y
un tamafio promedio de particula de 16.49 nm, determinado por TEM. Las fuentes de
fertilizacion fueron urea (46-00-00), superfosfato de calcio triple (00-46-00) y cloruro de
potasio (00-00-60).
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2.2 Sitio experimental, material vegetal y tratamientos

Este estudio se llevo a cabo durante dos temporadas de produccion (2020 y 2021) en
un huerto comercial de manzano (Malus domestica L., Golden Delicious), de 20 afios de
edad. El huerto esta ubicado en Cuaunepantla, municipio de Acaxochitlan, Hidalgo, México
(20°09'37.6" N y 98°13'46.7" O), a 2260 m.s.n.m. EIl disefio de plantacion de los arboles fue

un marco cuadrado (5 x 5 m), bajo condiciones de temporal.

Para el establecimiento del experimento, se seleccionaron tres arboles por
tratamiento, con didmetro de tallo y copa similares, quedando distribuidos en un disefio de
bloques completos al azar, con nueve tratamientos de fertilizacion con fertilizacion edafica
con N, P y K, la aplicacion foliar de nanoparticulas (NP) de Se a 50 ppm y Zn a 250 ppm y
tres repeticiones por tratamiento: T1, control, sin fertilizacion edafica y sin aplicacion foliar
(SFE + NPO0); T2, sin fertilizacion edafica + aplicacion foliar de NPs de Se a 50 ppm (SFE +
NPSe); T3, sin fertilizacion edafica + aplicacion foliar de NPs de Zn a 250 ppm (SFE +
NPZn); T4, edafica 150-50-80 + sin aplicacion foliar (150-50-80 + NPO0); T5, edafico 150-
50-80 + aplicacion foliar de NPs de Se a 50 ppm (150-50-80 + NPSe); T6, edafico 150-50-
80 + aplicacion foliar de NPs de Zn a 250 ppm (150-50-80 + NPZn); T7, edafico 100-60-60
+ sin aplicacion foliar (100-60-60 + NPO0): T8, edafico 100-60-60 + aplicacion foliar de NPs
de Se a 50 ppm (100-60-60 + NPSe); y T9, edafico 100-60-60 + aplicacion foliar de NPs de
Zn a 250 ppm (100-60-60 + NPZn).

La fertilizacién al suelo se realiz6 a principios de enero en ambas temporadas de
produccién. Las aplicaciones foliares con nanoparticulas, se realizaron, en plena floracion
(primera semana de abril), en el cuajado (primera semana de mayo) y durante el desarrollo
del fruto (primera semana de junio). Se utilizaron cinco litros por arbol hasta humedecer
completamente el follaje. Los frutos de manzana, se cosecharon en madurez fisioldgica en el
mes de julio de 2020 y 2021. Se cosecharon sin dafios mecanicos visibles y libres de

enfermedades y plagas.

2.3 Rendimiento, niumero y peso de frutos

Para el rendimiento, se considero el numero total de frutos y el peso total (kg) por

arbol. Los resultados se expresaron como kilogramos por arbol (kg arbol™).
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2.4 AzUcares totales, reductores y no reductores

Se determind el contenido total de Azucares segun Zahedi, Hosseini, et al. (2019). Se
mezcl6 una cantidad conocida de muestra con 10 mL de agua destilada, y luego se sénico en
un bafo ultrasénico (Ultrasonic Cleaner, Mod. 32V118A, Freeport, IL, EUA) durante 15 min
a 30 °C y frecuencia de 40 kHz. Las muestras se centrifugaron a 10,000 x g durante 10 min
a4 °C (Thermo Scientific Mod. ST 16R, Alemania). Se mezcl6 el sobrenadante con 5 mL de
antrona, se llevé a ebullicion durante 10 min, luego se dej6 enfriar a temperatura ambiente,
y se midio la absorbancia en un espectrofotometro (Mod. 6715 UV/Visible, Jenway, Techne
Inc, USA) a 625 nm. Los resultados, se expresaron como miligramos de glucosa equivalente

por gramo de peso seco (mg EG g PS).

Azucares reductores. El contenido de azucares reductores, se determino por el método
DNS (4cido 3,5 dinitrosalicilico) de acuerdo con Avila et al. (2012). Una muestra conocida
de la muestra se mezcld con 0.5 mL del reactivo DNS. Los tubos se colocaron en ebullicion
por 5 min, la reaccion se detuvo con agua fria con hielo y se afiadié 5 mL de agua destilada,
los tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se determind la absorbancia en un

espectrofotdmetro a 540 nm.

El contenido de los azlcares no reductores, se obtuvo por diferencia entre azucares
totales y azUcares reductores. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de glucosa
por gramo de peso seco (mg EG g PS).

2.5 Compuestos bioactivos y actividad antioxidante

Se utilizaron manzanas liofilizadas para evaluar los compuestos bioactivos y la
actividad antioxidante. Primero, se congelaron a -76 °C (congelador de temperatura ultra baja
Thermo Scientific 303, EE. UU.), durante siete dias, posteriormente, se liofilizaron a 133 x
107 mBar, -40 °C (Labconco, Mod. 79480, Kansas City, MO, EUA). Los frutos se molieron
en un molino de cuchillas (RTSCH GM 200, Haan, Alemania) a 9000 rpm durante 1 min
hasta obtener un polvo fino. Las muestras liofilizadas se colocaron en bolsas herméticas

negras para protegerlas de la luz y se almacenaron a 5 °C hasta su utilizacion.
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2.5.1 Contenido fenélico total, flavonoides

Las muestras se mezclaron con 10 mL de etanol, se colocaron en un bafio ultrasonico
(Ultrasonic Cleaner, Mod. 32V118A, Freeport, IL, EE. UU.), por 15 min, y se centrifugaron
a 10,000 x g durante 10 minutos (centrifuga Thermo Scientific, Mod. ST 16R, Waltham, MA,
EE. UU.). El sobrenadante se utilizé para la determinacion del contenido fenodlico total,

flavonoides y actividad antioxidante por los ensayos ABTS y DPPH.

El contenido de fenoles totales, se determino utilizando el reactivo de Folin-
Ciocalteau Singleton et al. (1999). Se mezclé 1 mL del sobrenadante con el reactivo de Folin-
Ciocalteu. Se afiadio 1.5 mL de solucion de carbonato de sodio al 2 % y se dejo reaccionar
en completa oscuridad durante 1 hora. Después las absorbancias se determinaron en un
espectrofotometro (Genesys 150 UV/Visible, Daly City, CA, USA) a 725 nm. Los resultados
fueron expresados en miligramos equivalentes de acido galico por gramo de peso seco (mg
EAG g PS).

Se determinaron los flavonoides por el método descrito por Lahlou et al. (2014), con
algunas modificaciones. Se mezcl6 0,5 mL del sobrenadante con 2 mL de una solucién de
AIClz al 2%, se dej6 reaccionar durante 20 minutos; Posteriormente, se midi6 la absorbancia
a 415 nm en un espectrofotometro, cada tratamiento, se realizé por triplicado. Los resultados
se expresaron en miligramos equivalentes de quercetina por gramo de peso seco (mg QE g
PS).

2.5.2 Contenido de vitamina C en frutos de manzana

Se cuantifico el &cido ascérbico en frutos de manzana segun el método propuesto por
Dirust et al. (1997). Las muestras se mezclaron con 10 mL de solucion de &cido
metafosférico al 3% (v/v) y se sonicaron en un bafio ultrasénico (Mod. 32V118A, Freeport,
IL, EUA) durante 15 min a una frecuencia de 40 kHz. Las muestras se centrifugaron a 10,000
X g durante 10 min. Se agregaron 2 mL de sobrenadante a 2 mL de tampon a pH 4 (acido
acetico glacial: acetato de sodio al 5% (p / v), 1: 1), 3 mL de dicloroindofenol y 15 mL de
xileno, se mezclaron vigorosamente. Se midieron las absorbancias en un espectrofotdmetro
(modelo 6715 UV/Vis, Jenway, Techne Inc., Staffordshire, Reino Unido) a 520 nm. Los
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resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido ascorbico por gramo de peso
seco (mg AA g1 PS).

2.5.3 Determinacién de la actividad antioxidante

Se determind la capacidad antioxidante por el metodo 2,2'-azino-bis (&cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), segun Re et al. (1999). Primero, se prepard el radical
ABTS"" mezclando ABTS a 7 mM vy persulfato de potasio a 2.45 mM, la solucién se dej6 en
agitacion constante y en completa oscuridad durante 16 horas. Después, se mezclé 0,1 mL
de muestra con la solucion ABTS™" y se dejo reposar durante 6 min. Después del tiempo, se
midio la absorbancia a 734 nm. Para la obtencion de los resultados, se prepard una curva
estandar de Trolox a una concentracion de 0-50 mg/L. Los resultados se expresaron en

micromolares equivalentes de Trolox por gramo de peso seco (uM TE g PS).

La actividad antioxidante por el método DPPH, se realiz6 segln (Brand-Williams et
al., 1995). Se prepar6 una solucion etandlica a 6 x 10° M de DPPH, la cual se dejo
revolviendo en completa oscuridad durante 2 horas. Posteriormente, se mezclé 0,5 mL de la
muestra con el reactivo DPPH, se dej6 reaccionar durante 1 h a 4 °C; luego, se midi6 la
absorbancia a 517 nm. Los resultados se expresaron en micromolares equivalentes de Trolox

por gramo de peso seco (UM TE g PS).

2.6 Andlisis estadistico

Se utilizé un disefio de bloques completos al azar con tres repeticiones por
tratamiento. Los datos se analizaron mediante el programa estadistico sistema SAS para
Windows version 9.4. Se compararon las medias mediante la prueba de comparacion multiple

de Tukey, a un nivel de significancia de P < 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Rendimiento de los cultivos

En la Figura 1, se presenta el rendimiento de los cultivos, el nimero de frutos por
arbol y el peso de los frutos de manzana. Con respecto al rendimiento y nimero de frutos por
arbol, se encontraron los valores mas altos en los tratamientos SFE + NPZn, 150-50,80 +
NPSe, 100-60-60 + NP0 y 100-60-60 + NPZn, que superaron al control (SFE + NPO0) hasta
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dos veces mas. El mayor rendimiento y el mayor nimero de frutos por arbol fueron 58,17 kg
arbol™ y 433 frutos, respectivamente, en el tratamiento SFE + NPZn. Los tratamientos 100-
60-60 + NPSe y 150-50-80 + NPZn no presentaron diferencias significativas en el
rendimiento y el nimero de frutos con respecto al control. En cuanto a los pesos de los frutos,
los valores mas altos fueron 145,45 g para el tratamiento 150-50-80 + NPSe, seguido de los
tratamientos 100-60-60 + NPZn, SFE + NPZn y 100-60-60 + NPO, que presentaron mayores
pesos en comparacion con los frutos del tratamiento control. En general, observamos una
mayor respuesta en el rendimiento del cultivo por efecto de la aplicacion de las NPs de Zn
solos. Las NPs de Se complementaron la dosis de fertilizacion del suelo de 150-50-80, este
comportamiento es similar a lo reportado por Ghazi, (2018), quien observé un aumento en el
rendimiento de berenjena cuando complementé la formulacion convencional de NPK con
una pulverizacion foliar de Se. De acuerdo a los resultados, la aplicacion foliar con NPs de
Zn 'y Se influy6 en mayores rendimientos en la produccion de manzanas. Algunos estudios
han informado que la aplicacion de NPs de ZnO tuvo un efecto positivo en los rendimientos
de granada (Davarpanah et al., 2016), mango (Elsheery et al., 2020), aceituna (Genaidy et
al., 2020), meldn (Rivera-Gutiérrez et al., 2021), fresa (Saini et al., 2021) y uva (El-Hak EI-
Said et al.,2019). El Zn es un elemento esencial que actia como activador enzimatico para
muchos procesos metabdlicos. En NPs, es absorbido mas rapidamente por las hojas y actla
regulando el metabolismo hormonal de las plantas, modificando los niveles de auxina a través
de la sintesis de tript6fano; por lo tanto, promueve la division celular y, por lo tanto, frutos
de mayor tamarfio (Elsheery et al., 2020; Garcia-L06pez et al., 2018; Rivera-Gutiérrez et al.,
2021). De manera similar, las NPs de Se aumentan el rendimiento de la fruta porque
estimulan la formacién de Organos vegetales, como ocurre en el tomate y los citricos
(Hernandez-Hernandez et al., 2019; Zahedi, Abdelrahman, et al., 2019). La reduccion de los
parametros en los tratamientos 150-50-80 + NP0 y 150-50-80 + NPZn pudo deberse a una
reduccion del P en la dosis de fertilizacion. Segun Soto-Parra et al. (2016), cuando P y K se
reducen en la fertilizacion del manzano, el rendimiento del cultivo generalmente se reduce.
La nutricién mineral con N, P y K se puede complementar con NPs de Zn y Se para aumentar

la asimilacion de nutrientes que mejoren los rendimientos en los frutos de manzana.
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3.2 Azlcares totales, reductores y no reductores en los frutos de manzana

El cuadro 1 presenta el contenido de azUcares totales (TS), azUcares reductores (RS)
y azUcares no reductores (NRS). Se observaron mayores concentraciones en los contenidos
de TS, RS y NRS en los tratamientos SFE + NPSe y SFE + NPZn, que consistieron en
aplicaciones foliares con NPs de Se a 50 ppm y NPs de Zn a 250 ppm, respectivamente; estos
tuvieron efectos benéficos con las aplicaciones foliares con NPs de Zn presentaron
contenidos significativamente mayores de TS en el 92% y RS en el 35% con respecto al
tratamiento control (SFE + NPQ). En otros frutos, como en granada (Davarpanah et al., 2016),
uvas (Abou EI-Nasr et al., 2021) y naranja (Singh et al., 2018), la aplicacion de NPs de ZnO
también incremento el contenido de azlcares. La aplicacion foliar con NPs de Se aumentd el
contenido de azucares en fresa, granada y mandarina (lkram et al., 2022; Zahedi,
Abdelrahman, et al., 2019; Zahedi, Hosseini, et al., 2019). Esto sucede porque él Se aumenta
la actividad de la enzima fructosa 1,6-bifosfatasa, que esta relacionada con el metabolismo
de los carbohidratos (Zahedi, Hosseini, et al., 2019). La determinacion del contenido de
azucar en las frutas es un indicador importante para evaluar la calidad y el sabor de la fruta,
el azUcar actta como el sustrato principal que proporciona material estructural y energia para
la respuesta de defensa de la planta, moléculas de sefializacion hormonal y la regulacion del
sistema inmunoldgico de la planta (Davarpanah et al., 2016; lkram et al., 2022; Zhang et al.,
2014). NPZn a 250 ppm y Se a 50 ppm son estimulantes potenciales y pueden aumentar el
contenido total de azucar en los frutos de manzana. Los tratamientos 100-60-60 + NPO y 100-
60-60 + NPSe también presentaron mayor contenido de azlcar en los frutos en comparacion
con el tratamiento control, lo que puede deberse a la mayor concentracion de P en la dosis de
fertilizacion. Para la variedad Golden Delicious, una mayor dosis de fertilizacion de fosforo
aumento la concentracion de los azucares totales en los manzanos (Soto-Parra et al., 2016).
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Cuadro 1. Efecto de la fertilizacion edéafica y aplicacion foliar de nanoparticulas de Se y Zn, sobre
el contenido de azlcares totales, reductores y no reductores, en frutos de manzana. Los datos
mostrados son los promedios de los afios de produccion 2020 y 2021.

AzUcares no reductores
(mg EG g PS)

AzUcares reductores
(mg EG g PS)

AzUcares totales

Tratamientos (mg EG g PS)

SFE + NPO 0.38 +£0.03 % 0.292 £ 0.02 0.10+0.01¢
SFE + NPSe 0.63+0.01° 0.329+0.03° 0.30+0.03°2
SFE + NPZn 0.73+0.01° 0.393+0.042 0.33+0.01°

150-50-80 + NPO 0.34+0.01f 0.304 +0.03 0.04£0.02°
150-50-80 + NPSe 0.38 £0.04 ¢ 0.302 £ 0.02 0.08 £ 0.03 %
150-50-80 + NPZn 0.42 £0.04 0.268 +0.02 % 0.15+0.02°¢

100-60-60 + NPO 0.45+0.03° 0.293+0.01 0.16 +0.03°¢
100-60-60 + NPSe 0.46+£0.05° 0.251+0.01° 0.21+0.04°
100-60-60 + NPZn 0.38 +0.03 df 0.291+0.03 0.09 +0.02 ¢

SFE: Sin Fertilizacién edéafica (00-00-00), NP: Fertilizacién foliar de nanoparticulas; (NPO: Nanoparticulas a 0
ppm; NPSe: Nanoparticulas de selenio, 50 ppm, NPZn: Nanoparticulas de zinc, 250 ppm). PS: peso seco. Los
valores son la media £ desviacion estandar (n=3). Letras diferentes entre columnas indican diferencia
significativa (p < 0.05).

Los contenidos mas bajos de TS y NRS se observaron en los frutos de los tratamientos
150-50-80 + NPO, 150-50-80 + NPZn y 100-60-60 + NPZn. Las dosis altas de N pueden
reducir la calidad con respecto al contenido de azUcares en las manzanas (Ponce-Garcia et
al., 2021), lo que, en los tratamientos con Zn, puede deberse a una respuesta antagénica entre
los nutrientes. EI Zn actla negativamente con el P, donde el Zn precipita como fosfato de Zn

cuando se agrega P a las dosis de fertilizacion (Al Jabri et al., 2022).

3.3 Contenido de fenoles totales, flavonoides y acido ascérbico

El cuadro 2 presenta el contenido de fenoles y flavonoides totales. De acuerdo con
los resultados, los frutos del tratamiento SFE + NPZn, que consistié solo en la aplicacion
foliar de NPs de Zn registraron contenidos significativamente mayores de fenoles y
flavonoides totales, seguido del tratamiento 150-50-80 + NPSe, mientras que encontramos
las concentraciones mas bajas de fenoles totales y flavonoides en los frutos de los
tratamientos 150-50-80 + NPO, 100-60-60 + NPO y control, que no incluyeron ninguna
aplicacion de NPs. Esto puede deberse al tamafio reducido de las NPs, que pueden atravesar

la epidermis de la hoja de la planta a través de los estomas y luego moverse a través de las
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vias del apoplasto y el simplasto, seguido por el transporte a las células del mesdéfilo, donde
se distribuyen a diferentes partes de las plantas a través del xilema y el floema (Hong et al.,
2021; Zhu et al., 2020). Las NPs dentro de los organulos subcelulares pueden inducir
cascadas de sefializacion de estrés oxidativo en las células; sin embargo, para contrarrestar el
aumento de los niveles de especies reactivas de oxigeno, los organismos activan los
mecanismos de defensa antioxidante, incluida la sintesis de compuestos fenolicos (Du et al.,
2018; Hezaveh et al., 2020). En otros estudios, los autores informaron aumentos en los
fenoles y flavonoides totales en arboles frutales por efecto de las NPs de Zn y B, como en
granada (Davarpanah et al., 2016), en meldn, los autores informaron aumentos en estos
compuestos, con aplicaciones foliares con NPs de Zn a 50 mg L (Rivera-Gutiérrez et al.,
2021). Con NPs de Se a una concentracion de 75 mg L™ aumentaron los fenoles y flavonoides
hasta en un 54,23 y 46,99%, respectivamente, en frutos de mandarina (Ikram et al., 2022).
Otros investigadores reportaron mayores proporciones de flavonoides que fenoles totales
(Feng et al., 2021). ElI aumento de estos compuestos fendlicos es importante porque
determinan la calidad de las frutas de manzana, como el color, el sabor y el aroma (Chang-
Zheng et al., 2015). Ademas, tienen efectos biologicos positivos sobre la salud humana
(Davarpanah et al., 2016; Zahedi, Hosseini, et al., 2019). Las NPs de Se y Zn tienen efectos

positivos en el aumento de los compuestos fendlicos en los frutos de manzana.
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Figura 1. Efecto de la fertilizacion edafica y aplicacion foliar de nanoparticulas de Se y Zn, sobre el
rendimiento (A), de frutos de manzana, nimero de frutos por &rbol (B) y peso de frutos (C). Los datos
mostrados son promedio de los afios de produccidn, 2020 y 2021. SFE: Sin Fertilizacion edéafica (00-
00-00), NP: Fertilizacion foliar de nanoparticulas; (NPO: Nanoparticulas a 0 ppm; NPSe:
Nanoparticulas de selenio, 50 ppm, NPZn: Nanoparticulas de zinc, 250 ppm). Los valores son la
media + desviacion estandar (n=3). Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa
(p <0.05).
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Cuadro 2. Efecto de la fertilizacion edéafica y aplicacion foliar de nanoparticulas de Se 'y Zn, sobre el contenido de fenoles totales, flavonoides, acido
ascorbico y actividad antioxidante (ABTS y DPPH), en frutos de manzana. Los datos mostrados son promedio de los afios de produccién, 2020 y

2021.
) Fenoles Flavonoides Acido ascorbico DPPH ABTS
Tratamientos (mg EAG g PS) (mg EQ g PS) (mg AA g1 PS) (MM ET g PS) (MM ET g PS)
SFE + NPO 479 +0.26% 8.02+1.71¢% 1.03+0.09¢ 14.95 + 1.72% 21.77+2.01¢
SFE + NPSe 5.86 + 0.45b¢ 11.24 + 1.52¢de 1.43+0.07" 18.50 + 0.46° 26.83+0.12°P
SFE + NPZn 7.64 +£0.732 15.82 + 1.692 1.51£0.05% 23.23 +0.47°2 34.05 + 0.99 @
150-50-80 + NPO 435+0.75¢ 8.72 + 1.60 % 125+0.10° 13.86 + 0.93¢ 20.56 + 1.75 ¢
150-50-80 + NPSe 6.62+0.46° 16.86 + 1.842 1.54£0.17 % 17.65 + 0.49P 25.62 +0.14 P
150-50-80 + NPZn 5.50 + 0.58 bed 12.26 + 1.73b¢ 162+0.18% 16.42 + 0.40 ¢ 25.72+0.79
100-60-60 + NP0 4.34 +0.78¢ 7.75+1.72¢ 1.36£0.07° 14.68 + 1.68 % 22.60+2.139
100-60-60 + NPSe 6.06 + 0.72b¢ 11.46 + 1.59 «d 149£0.11% 17.40 + 0.77 ¢ 25.36 + 0.86 ¢
100-60-60 + NPZn 4.96 +0.75¢ 10.32 + 2.23¢de 1.78 £0.24° 15.27 + 0.26¢ 22.83+031°¢

SFE: Sin Fertilizacion edéafica (00-00-00), NP: Fertilizacion foliar de nanoparticulas; (NPO: Nanoparticulas a 0 ppm; NPSe: Nanoparticulas de selenio, 50 ppm,
NPZn: Nanoparticulas de zinc, 250 ppm). DPPH: 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo, ABTS: 2,2'azinobis (acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico), PS: peso seco. Los

valores son la media = desviacion estandar (n=3). Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa (p < 0.05).
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Con respecto al contenido de acido ascorbico, se observa que los frutos de los
tratamientos que incluyeron aplicaciones foliares con NPs de Zn y Se presentaron mayor
contenido de acido ascérbico (Cuadro 2), seguidos de los frutos de los tratamientos con
fertilizaciones edaficas (150-50-80 + NP0 y 100-60-60 + NPO0), donde observamos que las
NPs influyeron positivamente en el aumento del acido ascorbico, superando los frutos del
tratamiento control (SFE + NPO0). Segun Soto-Parra et al. (2016), N y K tienen una influencia
preponderante en el contenido de &cidos organicos en los frutos de manzana Golden
Delicious. El potasio contribuyo al contenido de jugo y vitamina C en las frutas (Soliman et
al., 2018), y su aplicacion ayudd a aumentar el &cido ascorbico en las manzanas. De acuerdo
con lo anterior, la fertilizacion edafica con NPK contribuye al contenido de &cido ascorbico
en un grado considerable. Por lo tanto, los resultados en este estudio son consistentes con los
reportados por Chang-Zheng et al. (2015), quienes informaron un aumento en el acido
ascorbico en las frutas de manzana cuando la fertilizacion del suelo se combind con
aplicaciones foliares de NPs Zn a 250 ppm. Ademas, los valores encontrados en este estudio
son mas altos que los reportados por otros autores para Golden Delicious y otras variedades
de manzanas comerciales (Feng et al., 2021).

Cuadro 3. Andlisis de correlacion de Pearson entre variables de actividad antioxidante en los frutos

de manzana tratados con fertilizacién edafica y aplicacion foliar de nanoparticulas de Se y Zn. Los
datos mostrados son promedio de los afios de produccion, 2020 y 2021.

Variables FT FL DPPH ABTS AAS

FT 1.00 0.903 0.906 0.881 0.261
(p=8.65E-031)  (p=3.70E-031) (p=2.10E-027) (p=0.0184)

FL 1.00 0.756 0.749 0.373
(p=3.23E-016) (p=8.67E-017) (p= 0.00060)

DPPH 1.00 0.973 0.185
(p=4.55E-052 (p=0.0991)

ABTS 1.00 0.261
(p=0.0187)

AAS 1.00

FT: Fenoles totales; FL: Flavonoides; AAS: Acido ascorbico. Los valores son la media + desviacion estandar
(n=3).

3.4 Capacidad antioxidante

Se determiné la capacidad antioxidante en los frutos de manzana en los diferentes
tratamientos mediante los ensayos DPPH y ABTS. Como se observa en la Cuadro 2, los
frutos de manzana de los tratamientos SFE + NPZn y SFE + NPSe presentaron valores
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significativamente mayores segun las pruebas DPPH y ABTS, con los valores mas bajos
correspondientes a los tratamientos 150-50-80 + NPO, 100-60-60 + NPO, y control, que
mostraron que la aplicacion foliar con los NPs Se y Zn aumento la actividad antioxidante.
Ademas, el comportamiento de la actividad antioxidante concuerda con los resultados de
fenoles y flavonoides totales, que son responsables de conferir esta actividad a las manzanas,
segun el andlisis de correlacion de Pearson (Cuadro 3). Ademas, el &cido ascorbico tuvo
menos influencia en la actividad antioxidante de los frutos, lo que podria deberse a una menor
concentracion de acido ascorbico en los frutos de manzana en relacion con las
concentraciones de fenoles y flavonoides totales, que mostraron la correlacién mas alta con
la actividad antioxidante (Cuadro 3). Este comportamiento esta de acuerdo con lo reportado
por Kschonsek et al. (2018), para quince variedades diferentes de manzana. Los principales
compuestos fenolicos que influyeron en la actividad antioxidante en estas variedades fueron
los &cidos fendlicos y los glucosidos de quercetina. Los valores de actividad antioxidante que
encontramos en este estudio son mas altos que los reportados en la literatura. Oszmianski et
al. (2018) informaron los valores de actividad antioxidante para 22 variedades de manzana;
el valor mas alto fue 0.7214 pumol Trolox/g PS, que es mucho mas bajo que lo que
encontramos en este estudio y puede deberse a la edad de los cultivares, ya que los cultivares
de mayor edad producen mas compuestos antioxidantes (Kschonsek et al., 2018), y a la

aplicacion de NPs, que influyeron en el incremento de mas compuestos bioactivos
4. CONCLUSIONES

Las aplicaciones de fertilizacion al suelo con dosis de 150-50-80 y 100-60-60 y
aplicaciones foliares con nanoparticulas de Se y Zn mejoraron el rendimiento, el nimero y
el peso, y aumentaron el contenido de azUcares y acido ascorbico en los frutos de manzanas.
En este estudio, la aplicacion foliar de nanoparticulas de Se a 50 ppm y Zn a 250 ppm
aumento el contenido de fenoles y flavonoides totales, y estos compuestos bioactivos
influyeron principalmente en la actividad antioxidante de los frutos. Se recomienda la
aplicacion foliar de NPs Se y Zn como practica para complementar las dosis de fertilizacion
edafica con N, P y K y mejorar la produccion y la calidad nutracéutica de los frutos de

manzana.
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CAPITULO III

COMPORTAMIENTO DEL SISTEMA ANTIOXIDANTE EN FRUTOS
DE PERA POR LA APLICACION FOLIAR DE NANOPARTICULAS
DE Se, Cu, Fe Y Zn

RESUMEN

Los frutos de pera son una fuente importante para la nutricibn humana ya que ofrecen
nutrimentos bioldgicamente activos benéficos para la salud, los cuales se pueden incrementar
aun mas mediante la aplicacion de diferentes minerales necesarios para la nutricion de los
perales en forma de nanoparticulas que debido a su tamafio pueden exhibir mejores respuestas
en la calidad intrinseca de los frutos. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar
la aplicacidon foliar con nanoparticulas (NPs) de selenio (NPs Se-50 ppm), cobre (NPs Cu-
250 ppm), hierro (NPs Fe-250 ppm), zinc (NPs Zn-250 ppm) y sin nanoparticulas como
control (SNPs 0), en el comportamiento del sistema antioxidante, enzimatico y no enzimatico
en frutos de pera. El experimento se llevé a cabo en un huerto comercial de peral (Pyrus
communis, Bartlett), bajo un disefio de bloques completos al azar con cinco tratamientos y
tres repeticiones por tratamiento. Los resultados mostraron que las aplicaciones foliares con
NPs Se y NPs Zn, pueden aumentar el contenido de azlcares totales en los frutos (+42-55%,
respecto al tratamiento control), mientras que los frutos de los tratamientos NPs Se y NPs Cu
exhibieron un mayor contenido de fenoles totales (4.92-5.02 mg EAG g* PS), flavonoides
(13.33-11.89 mg EQ g PS), cido ascorbico (1.35 mg EAA g* PS) y capacidad antioxidante
(25.32-25.05 uM ETrolox g* PS) mejorando el sistema antioxidante no enzimatico de los
frutos. Por otro lado, la actividad antioxidante enzimética, se vio favorecida de manera
significativa con la aplicacion de NPs de Fe y Cu, pues se mejor0 la actividad de la
superdxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa y peroxidasa, ademas este tratamiento
con NPs de Fe redujo la actividad de la polifenoloxidasa, asi como un menor indice de dafio

oxidativo a través de una menor acumulacién de malondialdehido, respecto a los otros
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tratamientos con NPs. Los resultados obtenidos en el presente estudio, muestran que la
aplicacion foliar de nanoparticulas de selenio, hierro, zinc y cobre principalmente, pueden
mejorar el sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico en frutos de pera, bajo
condiciones de temporal.

Palabras clave: Enzimas antioxidantes; estrés oxidativo; nanotecnologia agricola; nutricion

vegetal; Pyrus communis L.; superfoods.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cada afio mueren 17
millones de personas en todo el mundo por alguna enfermedad cronica degenerativa (OMS,
2023). Estas enfermedades estan representadas principalmente por obesidad, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, enfermedad cronica renal, enfermedad inflamatoria del intestino,
osteoporosis, artritis reumatoide y muchos tipos de cancer, entre otras (Proestos, 2018), las
estadisticas se pronostican alarmantes en los proximos afios, y es que las proyecciones
epidemiologicas informan, que para el afio 2030 llegaran al 80% de todas las enfermedades
en el mundo. Las principales causas asociadas a estos padecimientos son, mala nutricion,
ingesta reducida de frutas y verduras, elevado indice de masa muscular y una baja actividad
fisica (Di Renzo et al., 2021).

Por otra parte, en los ultimos afios un gran numero de estudios cientificos han
evidenciado una nueva generacion de alimentos no procesados y cuya composicion
nutrimental es idonea para fortalecer el buen funcionamiento del cuerpo humano (Proestos,
2018). Estos alimentos son los llamados “superfoods” y se trata de productos alimenticios
con concentraciones elevadas de nutrientes e ingredientes bioactivos como las vitaminas,
minerales, antioxidantes, aminoacidos esenciales, enzimas, los cuales contribuyen al buen
funcionamiento del organismo, gracias a una mayor biodisponibilidad (Fernandez-Rios et
al., 2022). Estos superfoods se han vuelto populares, debido a su impacto positivo en la salud,
estimulando el sistema inmunoldgico y el buen funcionamiento de 6rganos del cuerpo
humano (Fernandez-Rios et al., 2022). El consumo de estos alimentos, con altas
concentraciones de nutrimentos, podrian reducir los indices de muerte provocados por
enfermedades crénicas degenerativas, al prevenir o contrarrestar los dafios por estrés
oxidativo (Kolniak-Ostek et al., 2020).

Un mayor consumo de frutas, es deseable para mantener una alimentacion saludable y para
ayudar a reducir el riesgo de sufrir alguna enfermedad cronica. Los frutos de pera (Pyrus
communis L.), es una importante opcion debido a que es la quinta fruta que se consume a
nivel mundial, después de los platanos, naranjas, manzanas y uvas (Li et al., 2016), es de
gran importancia debido a los beneficios que aporta a la salud, ya que es fuente de sustancias

bioldégicamente activas, como fitoquimicos, azucares solubles, aminoacidos, vitaminas y
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minerales (Azzini et al., 2019; Erbil et al., 2018; Wang et al., 2021), los cuales les brindan a
los frutos de pera caracteristicas organolépticas aceptables para ser consumidas, ademas de

mejorar el sabor y aumentar su calidad nutracedtica.

Por lo anterior, se buscan alternativas novedosas y de vanguardia, que permitan
incrementar el contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante en los frutos de
pera y puedan incluirse en los Ilamados superfoods, para obtener los beneficios que estos
alimentos ofrecen. Una tecnologia de vanguardia es la aplicacion de micronutrientes
esenciales en forma de nanoparticulas para la nutricion de los cultivos (L6pez-Vargas et al.,
2018). Las nanoparticulas, son agregados atomicos con un tamario que oscila entre 1-100 nm
al menos en una dimension, debido a este pequefio tamafio exhiben propiedades
fisicoquimicas diferentes como alta relacion superficie-volumen, mayor reactividad, mayor
poder de ionizacidn, lo que les permite interactuar con estructuras intracelulares e inducir
cambios en diferentes vias metabdlicas, en comparacion con la aplicacion de micronutrientes
en sus formas convencionales (Fortis-Hernandez et al., 2022; Garcia-Lopez et al., 2019;
Zahedi, Hosseini, et al., 2019). Particularmente las nanoparticulas de selenio, cobre, hierro y
zinc, han mostrado efectos positivos en la morfologia, fisiologia y bioquimica de las plantas
(Hernandez-Hernandez et al., 2019). Achari y Kowshik. (2018), en su estudio mencionan que
las nanoparticulas, también pueden ingresar al fruto, cuando se aplican foliarmente y pueden
mejorar la calidad de los nutrientes. Estudios recientes demuestran que la aplicacion foliar
de nanoparticulas de algunos micronutrientes como zinc, cobre, hierro y selenio, se logra
incrementar el contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante, en algunos
cultivos tales como; chile habanero (Garcia-Lépez et al., 2019), chile jalapefio (Pinedo-
Guerrero et al., 2017), tomate (Lépez-Vargas et al., 2018), moringa (Juarez-Maldonado et
al., 2018), plantas de café (Rossi et al., 2019), pepino (Guillén-Enriquez et al., 2022), fresas
(Zahedi, Abdelrahman, et al., 2019), melon (Fortis-Hernandez et al., 2022; Rivera-Gutiérrez
et al., 2021), entre otros. En arboles frutales Montafio-Herrera et al. (2022), mostraron que
aplicaciones con N, P y K a través del suelo complementando con aplicaciones foliares con
NPs de Se y Zn, se logra incrementar el contenido de compuestos bioactivos y capacidad
antioxidante en frutos de manzana. Genaidy et al. (2020), revelaron que aplicaciones foliares
en frutos de olivo a 20 ppm de NPs de tridxido de boro (B20O3) méas 200 ppm de NPs éxido

de zinc ZnO, se obtienen frutos con mejores caracteristicas de defensa antioxidante no
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enzimatica. Elsheery et al. (2020), informaron que aplicaciones combinadas de
nanoparticulas de ZnO (100 mg L) y silicio (150 mg L), mejoré la absorcion de nutrientes
por lo que mejoré la calidad intrinseca en frutos de mango. En arboles de granada
Davarpanah et al. (2016), informaron en su estudio que aplicaciones combinadas de
nanoparticulas de boro y zinc, se obtienen frutos con mayor contenido de fenoles totales,
azUcares totales y acido ascérbico. En frutos membrillo Rahemi et al. (2020), mostraron que
aplicaciones foliares de NPs de quelato de hierro indujo una mayor actividad de la enzima

catalasa y mayor contenido de fenoles totales.

Por lo anterior el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la aplicacion
foliar con nanoparticulas de selenio, cobre, hierro y zinc sobre el sistema antioxidante,

enzimatico y no enzimatico en frutos de pera.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

Antrona, &cido sulfurico, &cido 3,5 dinitrosalicilico, tartrato de sodio y potasio,
hidréxido de sodio, guayacol, acido tricloroacético y etanol adquiridos de Quimica Meyer
(Quimica Suastes S.A. de C.V. Tlahtac, México, D.F., México). Acido tiobarbitdrico
(C4H4N203S), carbonato de sodio anhidro, tricloruro de aluminio, fosfato de sodio dibasico
Na2HPOj4, fosfato de sodio monobasico NaH2POa, sulfato de cobre pentahidratado, tartrato
de sodio y potasio tetrahidratado, peréxido de hidrogeno (H20-), adquiridos de J.T. Baker
S.A. de C.V. (Avantor Performance Materials, Center Valley, Pennsylvania, EUA), &cido
gélico, EDTA-Nay, catecol, quercetina, 2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), 2,2’-azino-bis
(&cido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS), L-metionina, Trolox (&cido 6-hidroxi- 2,5,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico), yoduro de potasio, riboflavina y reactivo de Folin-
Ciocaltea, adquiridos de Sigma-Aldrich. Cloruro de nitroblue tetrazolium (NBT), fue
adquirido en Roche Diagnostics GmbbH (Mannheim, Alemania). Las nanoparticulas de
cobre, selenio, hierro y zinc fueron proporcionadas por el Centro de Investigacion en Quimica
Aplicada (CIQA), Saltillo, Coahuila, México.
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2.2 Sitio experimental, material vegetal y tratamientos

Este estudio se llevd a cabo en un huerto comercial de peral (Pyrus communis,
Bartlett), de 20 afios de edad, plantados en marco real de 5 x 5 m, bajo condiciones de
temporal, con fertilizaciéon edafica 100-60-60 (N, P, K) localizado en Cuaunepantla,
municipio de Acaxochitlan, Hidalgo, México (20°09'37.6"N and 98°13'46.7"W), a 2260
m.s.n.m., durante las temporadas 2020 y 2021. Para el desarrollo del experimento, se
seleccionaron tres arboles por tratamiento con diametro de tallo y copa similares, quedando
distribuidos en un disefio de blogues completos al azar, con cinco tratamientos de
fertilizacion foliar con nanoparticulas (NPs), de selenio, cobre, hierro y zinc y tres
repeticiones por tratamiento, organizados de la siguiente manera: T1, Control, sin aplicacion
foliar de NPs (SNPs 0), a base de agua destilada; T2, Aplicacién foliar con NPs de selenio a
50 ppm (NPs Se); T3, Aplicacién foliar con NPs de cobre a 250 ppm (NPs Cu); T4,
Aplicacion foliar con NPs de hierro a 250 ppm (NPs Fe) y T5, Aplicacion foliar con NPs de
zinc a 250 ppm (NPs Zn).

Las nanoparticulas fueron aplicadas en plena floracion (primera semana de abril), en
el cuajado (primera semana de mayo) y durante el desarrollo del fruto (primera semana de
junio). Se aplicaron 5 L por arbol, hasta la humectacion completa del follaje. Los frutos de
pera se cosecharon en madurez fisioldgica sin dafios mecanicos visibles y libres de

enfermedades y plagas, en el mes de julio de 2020 y 2021.

Para evaluar las variables de estudio, se utilizaron frutos de pera liofilizados, para
ello, se congelaron a -76 °C (congelador de ultra baja temperatura Thermo Scientific 303,
EE. UU.), durante siete dias, posteriormente fueron liofilizados a 133 x 10 mBar, -40 °C
(Labconco, Modelo 79480, Kansas City, MO, EE. UU.). Los frutos fueron molidos en un
molino de cuchillas (RTSCH GM 200, Haan, Alemania) a 9000 rpm durante 1 min hasta
obtener un polvo fino. Las muestras liofilizadas se depositaron en bolsas herméticas negras

para protegerlas de la luz y se almacenaron a 5 °C hasta su utilizacion.

2.3 Contenido de azucares totales, aztcares reductores y no reductores

La cuantificacion de azucares totales se determind por el reactivo de antrona, de

acuerdo a lo descrito por Zahedi et al. (2019). Una cantidad de muestra conocida, se mezcl6
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con 10 mL de agua destilada, se sénica en un bafio ultrasonico (Ultrasonic Cleaner, Mod.
32V118A, Freeport, IL, EE. UU.), durante 15 min a 30 °C y 40 kHz de frecuencia. Se
centrifuga a 10,000 xg, por 10 min a 4 °C (Thermo Scientific Mod. ST 16R, Alemania). El
sobrenadante, se mezcld6 con 5 mL de antrona, se llevd a ebullicion por 10 min,
posteriormente se dejo enfriar a temperatura ambiente y se midi6é la absorbancia en un
espectrofotometro (modelo 6715 UV/Visible, Jenway, Techne Inc, EUA) a 625 nm. Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de glucosa, por cada g de peso seco (mg EG
glPS).

Los aztcares reductores, se determinaron de acuerdo a lo descrito por Avila et al.
(2012), muestras de pera liofilizada se mezclaron con 0.5 mL del reactivo DNS (acido 3,5
dinitrosalicilico), los tubos se llevaron a ebullicion por 5 min, para detener la reaccion se
dejaron en agua fria con hielo, se agregan 5 mL de agua destilada, se dejan enfriar a
temperatura ambiente y se lee su absorbancia en un espectrofotometro a 540 nm, los
resultados se expresaron en mg equivalentes de glucosa por cada g de peso seco (mg EG g
PS).

Los azUcares no reductores se obtienen por diferencia entre los azlcares totales y los
azUcares reductores. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de glucosa por cada

gramo de peso seco (mg EG g PS).

2.4 Actividad antioxidante no enziméatica

Para la extraccion de los compuestos fendlicos y actividad antioxidante se utilizd
etanol al 80%, mientras que para la extraccién de acido ascorbico se utilizé una solucién de
acido metafosforico al 3% (v/v). Las mezclas obtenidas se sometieron a bafio ultrasénico por
20 min (Lab Safety Supply, Mod. 32V118A, Janesville, WI, EE. UU.), posteriormente se
centrifug6 a 10,000 xg durante 10 minutos (centrifuga Thermo Scientific, Mod. ST 16R,
Waltham, MA, EE. UU.). Los sobrenadantes obtenidos se utilizaron para la determinacién

de los compuestos bioactivos y actividad antioxidante por los ensayos ABTS y DPPH.
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2.4.1 Determinacién de acido ascorbico

El contenido de acido ascorbico fue determinado de acuerdo a la metodologia
propuesta por Durust et al. (1997). Una muestra del sobrenadante se mezclé con 2 mL de
solucién tampon de acido acético/acetato de sodio a pH 4, 3 mL de dicloroindofenol y 15 mL
de xileno, la cual se mezcl6 vigorosamente. Posteriormente se leyo la absorbancia de las
muestras en un espectrofotometro (Genesys, 150 UV/Visible, Daly City, CA, EUA) a 520
nm. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido ascorbico por gramo

de peso seco (mg AA g PS).

2.4.2 Determinacion de fenoles totales y flavonoides

Los fenoles totales se determinaron, utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteau
(Singleton et al., 1999), una muestra conocida de sobrenadante se mezclo con el reactivo de
Folin-Ciocalteu al 50% vy se afiadié 1.5 mL de solucién de carbonato de sodio al 2 % la
mezcla se dejo reaccionar durante 1 hora en completa oscuridad. Posterior al tiempo se midid
la absorbancia a 725 nm. Los resultados fueron expresados en miligramos equivalentes de
acido galico por gramo de peso seco (mg EAG g PS). La determinacion del contenido de
flavonoides se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Lahlou et al. (2014), con algunas
modificaciones. Una muestra conocida del sobrenadante se mezclé con 2 mL de una solucion
de AICIs al 2%, se dejé reaccionar por 20 minutos y se midio la absorbancia a 415 nm. Los
resultados se expresaron en mg equivalentes de quercetina por gramo de peso fresco (mg EQ
gl PS).

2.5 Determinacién de la actividad antioxidante

La capacidad antioxidante por el método ABTS [2,2'-azino-bis (&cido 3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico)] se realizé de acuerdo a Re et al. (1999). El radical ABTS"" se
preparo6 de la siguiente manera: se mezclé con 7 mM de ABTS y 2.45 mM de persulfato de
potasio (1:1). La solucidn se dejo en agitacion constante y en completa oscuridad durante 16
horas. Pasado el tiempo una cantidad conocida de sobrenadante de las muestras fue mezclada
con 3.0 mL de la solucién de ABTS™" se dejo6 reposar durante 6 min. Transcurrido el tiempo
se midio la absorbancia de las muestras a 734 nm en un espectrofotometro. La actividad

antioxidante mediante el ensayo de DPPH, se realizo de acuerdo a lo descrito por Brand-
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Williams et al. (1995). Se prepard el radical DPPH en una solucion etandlica al 6 x 10° M
de la cual se dej6 en agitacion durante 2 horas en completa oscuridad. Una muestra conocida
del sobrenadante fue mezclada con 2.5 mL del radical DPPH el cual se dejo reposar en
completa oscuridad durante 1 h a 4 °C, posteriormente se midio su absorbancia a 517 nm.
Los resultados se expresaron en micromoles equivalentes de Trolox por gramo de peso seco
(UM ETrolox g* PS).

2.6 Actividad antioxidante enzimatica

2.6.1 Actividad de la Superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1)

La actividad de superdxido dismutasa, se evalud de acuerdo al método propuesto por
Balois-Morales et al. (2008). Se mezcldé una muestra conocida de pera con 5 mL de una
solucion extractora de buffer de fosfatos, pH 7.8, 0.05 M, se centrifug6 a 10,000 xg durante
15 minutos a 4 °C. La mezcla para la determinacion de la SOD consistié en sobrenadante,
buffer de fosfatos, pH 7.8, 0.05 M, EDTA 0.1 mM, L-metionina 12 mM, NBT 0.075 mM y
riboflavina 0.002 mM. Esta mezcla se dejé reaccionar por 15 min con una lampara con luz
fluorescente de 20 watts, pasado el tiempo se procedio a leer las absorbancias a 560 nm. El
contenido de proteinas se determiné mediante el método de Bradford (1976), utilizando
albimina 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 inhibicién de la reduccion de NBT.

2.6.2 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. (2008), con algunas modificaciones. A muestras de pera liofilizada, se afiaden
5 mL de una solucion tampén de fosfato de sodio 25 mM, pH 7.8, posteriormente fue
centrifugado a 10,000 x g a 4 °C durante 15 minutos. La mezcla de reaccion consistio de
buffer de fosfatos 25 mM, pH 7.8, EDTA 0.8 mM, extracto enzimatico (sobrenadante) y
H20. a 20 mM. El cambio de absorbancia fue registrado durante 3 min a 240 nm. Los
resultados se expresaron en unidades internacionales por gramo de proteina (U mg? de

proteina).
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2.6.2 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 utilizé buffer de potasio 50 mM, pH 7.0, el cual fue mezclado con una muestra
conocida de pera liofilizada posteriormente fue centrifugada a 12,000 xg durante 20 minutos
a 4 °C. Para la reaccion se mezcld buffer de potasio, pH 7.0, 50 mM, ascorbato sodico 10
mM, extracto enzimético y H>O, a 30 mM. Se evalud el cambio de absorbancia a 290 nm,
durante 2 min a 25 °C, en un espectrofotometro. 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).

2.6.3 Actividad del guayacol Peroxidasa (POD; EC 1.11.1.7)

La cuantificacion de la actividad de la guayacol peroxidasa (POD), se realizo por la
oxidacion del guayacol a tetraguayacol, de acuerdo al método descrito en Vanegas et al.
(2020). La mezcla de reaccidn consistio en una mezcla de buffer de fosfatos 100 mM pH 5.0,
guayacol 40 mM, H>O2 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).

2.6.4 Actividad de la polifenoloxidasa (PPO; E.C. 1.14.18.1 y E.C. 1.10.3.1)

La determinacion de la actividad polifenoloxidasa (PPO), se realizé de acuerdo al
método propuestos por Vanegas et al. (2020). Para la reaccion, se mezclé 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 siguio 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).

2.7 Peroxido de Hidrégeno (H2032)

La determinacion del peroxido de hidrdgeno, se realizé de acuerdo a Junglee et al.
(2014). La solucidn extractora y de reaccion fue la misma, la cual consistié en una mezcla

conocida de polvo liofilizado con buffer de fosfatos de sodio 10 mM pH 7, &cido

63



l.m H CAPITULO 111

tricloroacético 0.1%, y yoduro de potasio 1M, la cual fue sometida a un bafio ultrasénico por
10 min a 40 kHz posteriormente se centrifugo a 10,000 xg durante 10 minutos. Las muestras
se dejaron reaccionar por 20 min més 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 H2O por gramo de peso seco (nmol g PS).

2.8 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 modificaciones. Muestras liofilizadas de pera, se mezclaron con &cido
tricloroacético al 10% (p/v). La solucion se llevé a calentar en un bafio de agua en ebullicion
por 10 min, pasado el tiempo se bajo6 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 mezcldé con una solucion de acido tricloroacético al 15%, que contenia 0.5% de acido
tiobarbiturico (CsHaN20-S). Se midié la absorbancia 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).

Analisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue un disefio de bloques completos al azar con tres
repeticiones por tratamiento. Los datos se evaluaron mediante analisis de varianza
(ANOVA), utilizando el programa estadistico sistema SAS para Windows version 9.4. Las
medias se compararon mediante la prueba de diferencia minima significativa (LSD) a un

nivel de significancia de (P < 0.05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Azucares: totales, reductores y no reductores en frutos de pera

El cuadro 1 muestra el contenido de azucares totales (AZT), azucares reductores
(AZR) y no reductores (ANR) en frutos de pera tratados con aspersiones foliares de NPs de
Se, Cu, Fe y Zn. Se observa un incremento en el contenido de AZT, AZR y ANR en los frutos

de pera de los tratamientos NPs Zn, NPs Se y NPs Cu, respecto a los frutos del control.
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Aunando a lo anterior, el tratamiento que mayor efecto tuvo en los azulcares fue el de los
frutos tratados con NPs Zn alcanzado concentraciones de hasta 118.18%, mas que en los
frutos control. En frutos de pera, la aplicacién foliar con nanoparticulas de Se, Cu, y Zn,
indujeron cambios significativos en el contenido de azUcares, rescatando su importancia
como componentes responsables del sabor y frescura, ademas de formar parte de los atributos
de calidad y aceptacion por parte del consumidor (Wojdyto et al., 2021). Los resultados
obtenidos, mostraron que los tratamientos NPs Se y NPs Zn, exhibieron los mayores
contenidos de AZT, AZR y AZNR. Datos similares reportaron Montano-Herrera et al.
(2022), quienes realizaron fertilizacion al suelo con NPK y aplicaciones foliares con
nanoparticulas de Se y Zn. Los autores mostraron, que aplicaciones foliares con
nanoparticulas de Zn a 250 ppm y Se a 50 ppm incrementan los azlcares en frutos de
manzana Golden Delicious. En otros frutos como en mango (Elsheery et al., 2020), granada
(Davarpanah et al., 2016), uvas (Abou El-Nasr et al., 2021), y naranja (Singh et al., 2018),
también se incremento el contenido de azUlcares con aplicaciones foliares con nanoparticulas
de ZnO. Este efecto puede deberse a que el Zn es indispensable para que se lleve a cabo el
metabolismo de los carbohidratos, tanto en la fotosintesis, como en la conversion de azucares
en almidén, también a las diferentes enzimas involucradas en muchas rutas bioquimicas
importantes y de las cuales el Zn forma parte estructural o cofactor (Chang-Zheng et al.,
2015; Davarpanah et al., 2016). Las aplicaciones foliares con NPs de Se también aumentaron
el contenido de azucares en frutos como granada (Zahedi et al., 2021; Zahedi, Hosseini, et
al., 2019), mandarina (Ikram et al., 2022), manzana (Montafo-Herrera et al., 2022; Ren et
al., 2021) y fresa (Zahedi, Abdelrahman, et al., 2019). El aumento de la concentracién de
azlcares totales, después de la aplicacion de Se, estd relacionado con aumentos en la
actividad de la enzima fructosa 1,6-bisfosfatasa clave en el metabolismo de los carbohidratos
(Zahedi et al., 2021). El contenido de azUlcares en los frutos de pera, es muy importante, ya
que ademas de proveer sabor y calidad a los frutos, constituyen el sustrato principal que
proporciona material estructural y energia para crear mecanismos de defensa de las plantas
en varios factores de estres abidticos y bidticos (lkram et al., 2022). También proporcionan
el esqueleto de carbono para la sintesis de compuestos de defensa, incluidos los metabolitos

secundarios (Jeandet et al., 2022), por lo tanto, los tratamientos que incluyen nanoparticulas

65



l.m H CAPITULO 111

de Se y Zn, se podrian considerar como estimulantes potenciales para elevar el contenido de

azUcares totales en los frutos de pera y por ende mejorar los atributos de sabor.

Por otra parte, la aplicacion de NPs Fe a 250 ppm present6 un efecto contrario pues
los frutos de este tratamiento presentaron contenidos mas bajos de estos compuestos
comparados con los frutos de SNPs 0. Este efecto se puede deber a una interaccion antagonica
del Fe con el fosfato aplicado al suelo como parte de la préactica cultural del peral,
ocasionando que el floema no de las sefiales originadas en los brotes que interacttan con las
hormonas para equilibrar la absorcion de nutrientes del suelo (Schmidt et al., 2019).

Cuadro 1. Efecto de la aplicacion foliar con nanoparticulas de Se, Cu, Fe y Zn, sobre el contenido

de azUcares totales, azlcares reductores y no reductores, en frutos de pera. Los datos mostrados son
la media de los afios de produccion 2020 y 2021.

Tratamientos AzUcares totales AzUcares reductores AzUcares no reductores
(mg EG g PS) (mg EG g PS) (mg EG g PS)
SNPs 0 0.49+0.10d 0.27+0.01a 0.22+0.10d
NPs Se 0.70+£0.01hb 0.28+0.01a 0.43+0.02b
NPs Cu 0.60+0.04 ¢ 0.24+0.01b 0.36 £0.04 ¢
NPs Fe 0.37+0.07e 0.25+0.01b 0.12+0.07 ¢
NPs Zn 0.76 +0.07 a 0.28 +0.03 a 0.48 +0.07 a

SNPs 0: Sin aplicacidn foliar de nanoparticulas a 0 ppm; NPs Cu: Nanoparticulas de cobre, 250 ppm; NPs Se:
Nanoparticulas de selenio, 50 ppm; NPs Fe: Nanoparticulas de hierro, 250 ppm; NPs Zn: Nanoparticulas de
zinc, 250 ppm). PS: Peso seco. Los valores son la media * desviacion estandar (n=3). Letras diferentes entre
columnas indican diferencia significativa entre los tratamientos (p < 0.05), segun la Diferencia Minima
significativa.

3.2 Sistema de defensa no enzimaticos: fenoles totales (FT), flavonoides (FL) y &cido
ascorbico (AcAs)

Los sistemas de defensa no enziméticos (fenoles totales, flavonoides, acido
ascorbico), permiten una homeostasis en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), que son fuertes agentes oxidantes y dafiinos para las células (Ikram et al., 2022). Este
estudio mostrd, que las NPs de Se y Cu indujeron los valores mas altos de fenoles totales y
flavonoides en los frutos de pera (Cuadro 2). Los resultados muestran incrementos
significativos de estos compuestos en los frutos de los tratamientos NPs Se y NPs Cu, que
consistieron en aplicaciones foliares con nanoparticulas de Se a 50 ppm y aplicaciones
foliares con nanoparticulas de Cu a 250 ppm, respectivamente. En relacion al contenido de

FT, los frutos de pera del tratamiento con NPs Cu indujo los valores mas altos, superando a
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los frutos control (SNPs 0), en un 38.67%, sin embargo, comparado con el efecto del
tratamiento NPs Se no muestra diferencia significativa. Caso contrario sucede en el contenido
de los flavonoides, los frutos del tratamiento NPs Se indujo los valores mas altos (45.36%),
respecto a los frutos del tratamiento SNPs 0. Estos metabolitos, se acumulan en los tejidos
vegetales y gracias a sus grupos hidroxilo, presentes en sus estructuras, pueden actuar como
neutralizadores de los radicales libres y prevenir el estrés oxidativo, por lo que, la aplicacion
foliar de NPs de Se, a perales brindan la mayor acumulacion de estos compuestos

(Moradbeygi et al., 2020), lo cual es muy positivo para el sistema antioxidante.

El efecto se puede deber a una de las propiedades mas importantes de las NPs que es
su tamafio, gracias al cual, las NPs pueden cruzar la epidermis a través de los estomas, grietas
0 poros de las hojas, luego trasladarse a través de las vias apoplasto y simplasto, seguido de
un transporte a las células del mesofilo, en donde gracias al xilema y floema se distribuyen a
diferentes partes de la planta (Zhu et al., 2020). En otros cultivos como, en tomate
(Hernandez-Hernandez et al., 2019), granada (Zahedi et al., 2021; Zahedi, Hosseini, et al.,
2019), mel6n (Fortis-Hernandez et al., 2022), lechuga (Gaucin-Delgado et al., 2022),
pimiento morrén (Gonzalez-Garcia et al., 2021) y mandarina (Ikram et al., 2022), también
incrementan los contenidos de fenoles totales y flavonoides con aplicaciones foliares con
nanoparticulas de selenio y cobre. La razén del aumento podria atribuirse a que las NPs de
Se y Cu, estimularon eficientemente la expresion de genes implicados en la via de los
fenilpropanoides (Moradbeyqgi et al., 2020)

Por otro lado, en el Cuadro 2, se observa que las aplicaciones con NPs de Fe a 250
ppmy Zn a 250 ppm, indujeron los valores mas bajos de fenoles totales y flavonoides, por
debajo de los frutos control. Este efecto se pudo deber a la concentracidn que se utilizo, ya
que de eso dependen los efectos tanto positivos como negativos de las nanoparticulas, ya que
dosis adecuadas, estimulan los sistemas de defensa antioxidante, mientras dosis altas, se
interrumpe la homeostasis celular, ocasionando dafio oxidativo a las proteinas, los lipidos, el
DNA (LOpez-Vargas et al., 2018). Guillén-Enriquez et al. (2022), informaron en su estudio
que altas concentraciones de Fe reducen el contenido de compuestos no enzimaticos, lo cual

coincide con el presente estudio.

67



l.m H CAPITULO 111

En frutos de pera, el contenido de acido ascorbico, también se presenta en el cuadro
2. Se observa que el mayor contenido de &cido ascorbico, se encontro en los frutos de perales
tratados con 50 ppm de NPs de Se, incrementando significativamente su contenido en un
24%, respecto al tratamiento SNPs 0. De igual forma con el tratamiento NPs Fe, se observé
un ligero incremento del &cido ascorbico del 2.7%, mientras que los tratamientos NPs Cu,

NPs Zn y SNPs 0 indujeron los contenidos mas bajos en los frutos.

El 4cido ascorbico, se vio incrementado, en los frutos de los tratamientos que incluyen
nanoparticulas de Se a 50 ppm (Cuadro 2), este aumento podria deberse a que las NPs de Se
estimularon eficientemente el aparato fotosintético, presente en los cloroplastos, el citosol,
las vacuolas y el espacio apoplastico, organelos en los que el &cido ascorbico influye (Gaucin-
Delgado et al., 2022). En frutos de granada Zahedi et al. (2021), reportaron aumento del &cido
ascorbico con aplicacion foliar con NPs de Se de diferentes tamafios. En frutos de tomate, se
incrementd el contenido de acido ascorbico con la aplicacién combinada de NPs de Se y Cu
(Quiterio-Gutiérrez et al., 2019). Sarifiana-Navarrete et al. (2023), informaron en su estudio
que aplicaciones con NPs de Se, a 45 mg L%, increment6 el contenido de acido ascorbico en
un 42.59%, en frutos de chile jalapefio. El &cido ascérbico, presenta muchas funciones
celulares, por ello es considerado como el antioxidante mas abundante de las plantas, se
caracteriza por contener un alto poder para donar electrones en diversas funciones
enzimaticas y no enzimaticas, asimismo su utilidad como cofactor de las enzimas redox
(Zahedi et al., 2021). Es asi como, las NPs de Se, pueden aliviar el estrés oxidativo y la
sintesis de &cido ascorbico, en tal sentido mayor contenido de &cido ascorbico es favorecedor
para la eliminacion de las ROS al hacer la conversién a H>O y agua a través de la enzima
ascorbato peroxidasa (APx) (Pérez-Labrada et al., 2019) y se obtienen frutos de pera con

mejor calidad nutracedtica, lo cual influye positivamente en la salud humana.

3.3 Capacidad antioxidante en frutos de pera

El cuadro 2, muestra los datos de la capacidad antioxidante en los frutos de pera, por
los ensayos 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico, ABTS) y 2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo (DPPH). Respecto al ensayo ABTS, los resultados muestran que los frutos de
pera de los tratamientos NPs Se y NPs Cu, presentaron significativamente la mayor capacidad

antioxidante superando a los frutos de pera del tratamiento control, en un 27 y 25%,
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respectivamente. De manera similar los frutos de los tratamientos NPs Se, NPs Cu y adicional
NPs Fe, presentaron mayor capacidad antioxidante por el ensayo DPPH superando a los
frutos del tratamiento SNPs 0 en un 19.21, 20.44 y 18.35%, respectivamente. Mientras que
los frutos de los tratamientos NPs Zn y SNPs 0 indujeron las actividades mas bajas. Este
comportamiento, también se correlaciona con el contenido de fenoles totales y flavonoides,
los cuales son compuestos que les confieren a los frutos de pera esa capacidad antioxidante
y de los cuales, se expresa mas su contenido con los tratamientos que incluyen NPs de Se y
Cu. A excepcidn del contenido de acido ascdrbico, que sélo se correlaciona en los frutos del
tratamiento NPs Se. Los frutos de pera mostraron mayor capacidad antioxidante con las
aplicaciones foliares con nanoparticulas de micronutrientes que incluyen Se, Cu y Fe.
Resultados similares se reportan en otros frutos como en chiles jalapefios con NPs Se a
concentraciones de 30 y 45 mg L (Sarifiana-Navarrete et al., 2023), en manzanas con NPs
de Se y Zn a 50 y 250 ppm, respectivamente (Montafio-Herrera et al., 2022), en tomates con
NPs de Cu a50y 125 mg L (Lopez-Vargas et al., 2018), en melon se aplicaron NPs de Cu
3.6 mg L (Fortis-Hernandez et al., 2022), con buenos resultados y en pepino con NPs de Fe
a una concentracion de 50 mg L (Guillén-Enriquez et al., 2022). El efecto de las
nanoparticulas sobre la actividad antioxidante de los frutos depende de la concentracion, el

tamafo de NPs, via y etapa de aplicacion (Guillén-Enriquez et al., 2022).

3.4 Antioxidantes enzimaticos y concentracion de H20: en frutos de pera

Los resultados obtenidos (Cuadro 3), muestran la actividad del sistema antioxidante
enziméatico que comprende las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
ascorbato peroxidasa (APx) y peroxidasa (POD), el cual respondié positivamente a las
aplicaciones foliares con nanoparticulas de Se, Cu, Fe y Zn en frutos de pera, ya que se
observa una mayor actividad enzimatica antioxidante en estos tratamientos, siendo los frutos
control los que mostraron menor actividad del sistema antioxidante via enzimatica. Las
aplicaciones foliares con NPs de Fe a 250 ppm indujeron a una mayor actividad enzimatica.
Respecto a la actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD), se observa que en los
frutos de pera de los tratamientos NPs Se, NPs Fe y NPs Zn, presentaron las actividades mas
altas, siendo las aplicaciones foliares con NPs de Se las que més influyeron superando a los

frutos de pera del control (SNPs 0) hasta un 79%, sin diferencia significativa con los
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tratamientos NPs Fe y NPs Zn. La SOD es considerada, como la primera linea de defensa
antioxidante en células vegetales, contra las especies reactivas de oxigeno. Involucrada en la
dismutacién de oxigeno toxico, a H.O2 y oxigeno molecular (Gupta et al., 2022), en este
sentido, las NPs acttan como moléculas de sefializacion, generando estrés en las plantas de
manera controlada sin sobrepasar los limites, de tal forma que se estimule el sistema
antioxidante enzimatico. Esto también se confirma con una mayor concentracion de perdxido
de hidrogeno en los frutos de pera, provocado por aplicaciones foliares con NPs de Fe a 250
ppm (Cuadro 4), las cuales superan a los frutos control hasta en un 64.22%, lo que da idea,
del efecto de las NPs de Fe para elevar la actividad catalitica de la SOD. Por otro lado, el
peroxido de hidrogeno (H202) generado por la SOD, es importante, ya que participa en los
dafos celulares oxidativos y en procesos de sefializacion (Junglee et al., 2014). A bajas
concentraciones activas los mecanismos de defensa antioxidante (enziméaticos y no
enzimaticos), mientras a concentraciones elevadas, este compuesto se convierte en poderosa
especie reactiva de oxigeno, el radical OH', el cual, si no es eliminada o disminuida, puede
reaccionar con lipidos, proteinas, acidos nucleicos y enzimas celulares, incluso causar la

muerte celular, lo que al final afectaria gravemente a la planta (Gonzélez-Garcia et al., 2021).

La actividad de la catalasa, juega un papel muy importante en la descomposicion del
H20-, se activa cuando existen concentraciones elevadas de H.0, (Moradbeygi et al., 2020),
en los frutos de pera, se encontraron concentraciones elevadas de perdxido de hidrogeno con
el tratamiento de NPs de Fe (Cuadro 4), por ello, se encontr6 que el mismo tratamiento
incrementd la actividad de la catalasa en casi 4 veces mas, respecto a los frutos del
tratamiento SNPs 0. Esto también se correlaciona con una mayor actividad de la enzima APx
en un 132.58% en comparacion a los frutos del tratamiento control, esta enzima también
juega un papel muy importante en la eliminacion de perdxido de hidrégeno, utilizando el
ascorbato como donador de electrones para reducir el H2O2 a agua y es extremadamente
sensible a las concentraciones de ascorbato (Ceron-Garcia et al., 2011). Por otro lado, los
frutos de pera de los tratamientos con NPs Cu y NPs Fe, incrementaron el contenido de la
POD en casi 2 veces mas, respecto a los frutos control. Las peroxidasas descomponen el
H-O, a través de sustratos oxidantes que incluyen compuestos fendlicos, ascorbato y
glutation (Moradbeygi et al., 2020), tal vez por ello se encontré menor cantidad de fenoles

totales en los frutos de pera tratados con NPs de Fe a 250 ppm (Cuadro 2), ya que estos
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compuestos fenolicos sirvieron como sustratos oxidativos y se agotaron. Los valores mas
bajos de la actividad de las enzimas antioxidantes se presentaron en el tratamiento SNPs 0.
Esto sugiere que la aplicacion foliar con nanoparticulas de Se, Cu, Fe y Zn, activaron el
mecanismo de defensa natural de las principales enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APx y
POD), las cuales les dan a los frutos de pera proteccion contra el dafio oxidativo durante el
estrés oxidativo provocado por iones metalicos, por lo que inducen beneficios como, una
mejora en el crecimiento y proteccion de las principales vias metabolicas en los frutos
(Mubashir et al., 2023). Al respecto Rahemi et al. (2020), informaron en su estudio que
aplicaciones foliares con quelato de nano-hierro inducen mayor actividad en las enzimas
antioxidantes para la eliminacion del exceso de ROS en arboles de membrillo. En frutos de
pepino, la actividad de la SOD aumentd en un 49.1%, mientras que la actividad de la POD,
aumento en 25.01%, con aplicaciones nutritivas de nano hierro (Konate et al., 2018). En
meldn, 20 mg Lt de NPs de Se, fueron suficientes para mejorar la actividad de las principales
enzimas antioxidantes CAT, SOD, POD y APx (Sheikhalipour et al., 2021) y en frutos de
fresa Zahedi et al. (2019), mostraron que aplicaciones foliares con NPs de Se, mejoraron las
actividades de las enzimas SOD y POD. Los resultados muestran que la aplicacion de NPs
de Se y Fe protegieron los frutos de pera del estrés oxidativo al aumentar la actividad de las

enzimas antioxidantes.

Lo anterior muestra que las nanoparticulas de micronutrientes, como son Se y Fe
tienen propiedades importantes para inducir cambios en la mejora de la calidad intrinseca en
frutos de pera ya que cuando el sistema no enzimatico se debilita o es insuficiente, se activa
el sistema enzimatico y ayuda a eliminar las ROS, por lo que tanto, las NPs de Se, Cu y Fe,
ofrecen a los frutos de pera concentraciones altas de compuestos no enzimaticos y

enzimaticos que pueden hacer frente al estrés oxidativo (Moradbeygi et al., 2020).
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Cuadro 2. Efecto de la aplicacion foliar con nanoparticulas de Se, Cu, Fe y Zn, sobre el contenido de fenoles totales, flavonoides, cido ascorbico y
actividad antioxidante (ABTS y DPPH), en frutos de pera. Los datos mostrados son la media de los afios de produccion 2020 y 2021.

Tratamientos Fenoles Flavonoides Acido ascorbico ABTS DPPH
(mg EAG g* PS) (mg EQ g* PS) (mg EAA g* PS) (UM ETrolox g PS) (UM ETrolox g* PS)
SNPs 0 3.62+0.53b 9.17+0.95b 1.09+0.12¢ch 20.05+1.47D 8.12x0.04c
NPs Se 492+0.89a 13.33+151a 1.35+0.17 a 25.32+150a 9.68x0.10a
NPs Cu 5.02+184a 11.89+454a 0.99+0.15c¢cb 2505x211a 9.78+0.15a
NPs Fe 3.08 +£0.64 cb 8.92+258b 1.12+0.23b 19.82+1.90b 9.61+0.19a
NPs Zn 242 +0.55¢ 6.03+1.11c 0.94+0.10c 18.02+3.45D 9.00+0.34b

SNPs 0: Sin aplicacion foliar de nanoparticulas a 0 ppm; NPs Se: Nanoparticulas de selenio, 50 ppm; NPs Cu: Nanoparticulas de cobre, 250 ppm; NPs Fe:
Nanoparticulas de hierro, 250 ppm; NPs Zn: Nanoparticulas de zinc, 250 ppm). PS: Peso seco. Los valores son la media + desviacion estdndar (n=3). Letras
diferentes entre columnas indican diferencia significativa entre los tratamientos (p < 0.05), segtin la Diferencia Minima significativa.

Cuadro 3. Efecto de la aplicacion foliar con nanoparticulas de Se, Cu, Fe y Zn, sobre el sistema antioxidante enzimatico, en frutos de pera. Los
datos mostrados son la media de los afios de produccion 2020 y 2021.

Tratamientos SOD CAT APX POD
(U mg de proteina) (U mg de proteina) (U mg de proteina) (U mg de proteina)
SNPs 0 5.62+0.26 b 0.53+£0.28¢c 3557+16.51c¢ 1090.94 = 166.21 ¢
NPs Se 10.06 £0.09 a 1.64 £0.83 ba 63.68 + 18.60 ba 1975.73+14741b
NPs Cu 7.62 £0.40 ba 1.27+£0.79 bc 62.15+15.77b 2215.54 + 265.07 a
NPs Fe 9.94+051a 209+1.11a 82.73+24.24 a 2243.62 + 324.48 a
NPs Zn 7.67+0.12a 1.02+056b 56.62 +21.62 b 2020.16 + 223.58 ba

SNPs 0: Sin aplicacion foliar de nanoparticulas a 0 ppm; NPs Se: Nanoparticulas de selenio, 50 ppm; NPs Cu: Nanoparticulas de cobre, 250 ppm NPs Fe:
Nanoparticulas de hierro, 250 ppm; NPs Zn: Nanoparticulas de zinc, 250 ppm). PS: Peso seco. CAT: catalasa; APx: Ascorbato peroxidasa; POD: Guayacol
peroxidasa; PPO: Polifenoloxidasa. Los valores son la media + desviacién estdndar (n=3). Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa entre
los tratamientos (p < 0.05), segun la Diferencia Minima significativa.
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3.5 Peroxidacion lipidica y actividad de PPO

La sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), ocasionan dafios a
diferentes organulos de la célula, en la membrana origina peroxidacién lipidica y uno de los
principales medidores es a través de la cuantificacion de malondialdehido (MDA). Los
resultados de este marcador, se presentan en el Cuadro 4, en el que se observa un aumento
significativo del contenido de MDA en frutos de pera con el tratamiento NPs Se, hasta 1.5
veces més respecto al tratamiento SNPs 0. Seguido del tratamiento NPs Zn, que también
exhibio niveles altos de MDA hasta en un 29%, respecto al control. Mientras que los niveles
mas bajos del contenido de MDA, fueron provocados en los frutos de los tratamientos NPs
Cu, NPs Fe y SNPs 0. Las NPs de selenio a 50 ppm y NPs de Zn a 250 ppm indujeron estrés
oxidativo severo a la membrana celular, mientras que las aplicaciones foliares con NPs de Fe

y Cu, la mantienen estable.

Los frutos de pera expuestos a los tratamientos NPs Se, NPs Cu y NPs Zn exhibieron
una mayor actividad de la PPO (Cuadro 4). Cabe sefialar que los frutos de pera del tratamiento
NPs Se presentaron valores significativamente mas altos hasta 3.5 veces mas respecto al
control (SNPs 0). La actividad mas baja de la PPO se observa en los frutos de pera de los
tratamientos NPs Fe y SNPs 0.

Las NPs de Fe presentaron un efecto benéfico en los frutos de pera ya que los
resultados muestran los niveles més bajos de la actividad polifenoloxidasa y una menor
peroxidacion lipidica en frutos de pera (Cuadro 4), en un 2.5 y 1.5 veces menos,
respectivamente en comparacion con el tratamiento NPs Se, que indujo los valores mas altos
de PPO y una mayor formacién de MDA. Lo anterior sugiere que las NPs de Fe conservan
la integridad de las membranas de los plastidios de las células vegetales donde se encuentran
confinadas las enzimas PPO y las cuales son liberadas al citoplasma una vez se ha producido

dafio mecénico en la estructura tisular y celular (Mejia Doria et al., 2014).
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Cuadro 4. Efecto de la aplicacion foliar con nanoparticulas de Cu, Se, Fe y Zn, en el contenido de la
polifenoloxidasa, malondialdehido y perdxido de hidrégeno, en frutos de pera. Los datos mostrados
son la media de los afios de produccion 2020 y 2021.

Tratamientos H.0> Peroxidacion lipidica PPO
(nmol g* PS) (mM MDA g PS) (U mg* de proteina))
SNPs 0 134.05+3.65b 841x108c 0.39x0.07c
NPs Se 189.96 + 13.36 ba 1258+ 1.58a 1.31£0.07a
NPs Cu 154.10 + 7.88 ba 8.65+1.12¢c 0.95+0.09b
NPs Fe 220.15x14.49a 8.53x0.78¢c 0.49+0.29c¢c
NPs Zn 116.42 £ 20.19 ba 10.83+£1.66hb 1.13+0.27b

SNPs 0: Sin aplicacidn foliar de nanoparticulas a 0 ppm; NPs Se: Nanoparticulas de selenio, 50 ppm; NPs Cu:
Nanoparticulas de cobre, 250 ppm; NPs Fe: Nanoparticulas de hierro, 250 ppm; NPs Zn: Nanoparticulas de
zinc, 250 ppm). PS: Peso seco. PPO: Polifenoloxidasa; MDA: Malondialdehido; H,O,: Perdxido de Hidrégeno.
Los valores son la media + desviacién estandar (n=3). Letras diferentes entre columnas indican diferencia
significativa entre los tratamientos (p < 0.05), segtin la Diferencia Minima significativa.

4. CONCLUSIONES

La aplicacion foliar con nanoparticulas de selenio, cobre, hierro y zinc en los perales
mostraron diferentes efectos en el sistema antioxidante de los frutos. Las nanoparticulas de
selenio y zinc, mejoraron el contenido de azUcares totales que influyen directamente en el
sabor del fruto. Por otra parte, las nanoparticulas de selenio y cobre mostraron un mayor
efecto en el fortalecimiento del sistema antioxidante no enzimatico de los frutos pues se
incrementaron los compuestos bioactivos principalmente fenoles totales y flavonoides,
mientras que las nanoparticulas hierro y zinc presentaron un efecto contrario. Sin embargo,
las nanoparticulas de hierro influyeron positivamente en la activacion del mecanismo de
defensa antioxidante enzimatico, asi mismo se vio reflejado en un menor indice de estrés
oxidativo, en conjunto con las nanoparticulas de Cu. Los datos presentados en este estudio
indican que las nanoparticulas Cu a 250 ppm fueron las que mayor influencia tuvieron para

mejorar el sistema antioxidante no enzimatico y enzimatico en los frutos de pera.
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Las aplicaciones de fertilizacion al suelo con dosis de 150-50-80 y 100-60-60 y
aplicaciones foliares con nanoparticulas de Se y Zn mejoraron el rendimiento, el
namero y el peso, y aumentaron el contenido de azlcares y acido ascorbico en los
frutos de manzanas. En este estudio, la aplicacion foliar de nanoparticulas de Se a 50
ppm y Zn a 250 ppm aumentd el contenido de fenoles y flavonoides totales, y estos
compuestos bioactivos influyeron principalmente en la actividad antioxidante de los
frutos. Recomendamos la aplicacion foliar de NPs Se y Zn como préctica para
complementar las dosis de fertilizacion edafica con N, P y K 'y mejorar la produccion

y la calidad nutracéutica de los frutos de manzana.

La aplicacion foliar con nanoparticulas de selenio, cobre, hierro y zinc en los perales
mostraron diferentes efectos en el sistema antioxidante de los frutos. Las
nanoparticulas de selenio y zinc, mejoraron el contenido de azlcares totales que
influyen directamente en el sabor del fruto. Por otra parte, las nanoparticulas de
selenio y cobre mostraron un mayor efecto en el fortalecimiento del sistema
antioxidante no enzimatico de los frutos pues se incrementaron los compuestos
bioactivos principalmente fenoles totales y flavonoides, mientras que las
nanoparticulas hierro y zinc presentaron un efecto contrario. Sin embargo, las
nanoparticulas de hierro influyeron positivamente en la activacion del mecanismo de
defensa antioxidante enzimatico, asi mismo se vio reflejado en un menor indice de
estrés oxidativo, en conjunto con las nanoparticulas de Cu. Los datos presentados en
este estudio indican que las nanoparticulas Cu a 250 ppm fueron las que mayor
influencia tuvieron para mejorar el sistema antioxidante no enzimatico y enzimatico

en los frutos de pera.
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Abstract: In this study, we evaluated the effects of edaphic fertilization with N, P, and K (150-50-80,
100-60-60, and without edaphic fertilization (SFE)) and foliar fertilization with nanoparticles (NPs)
of Se and Zn (Se: 50 ppm, Zn: 250 ppm, and no nanoparticles (NP0)) on the yield and antioxidant
compounds of apple fruits. We conducted this study in a 20-year-old commercial orchard. The ex-
perimental design was a randomized complete block design of nine treatments. The treatments with
fertilization doses of 150-50-80 and 100-60-60, supplemented with Se and Zn NPs, generally in-
creased the yield, sugar content, and ascorbic acid of the apple fruits. The SFE + NPZn treatment
produced the highest increase (+193% compared with the control) in fruit yield. The SFE + NPSe
and SFE + NPZn treatments led to higher contents of phenols and flavonoids, with maximum values
of 7.6 mg GAE and 15.82 mg QE per gram of dry weight. These compounds presented a direct
correlation with the antioxidant activity in the fruits. The foliar application of Se and Zn nanoparti-
cles supplemented the soil fertilization with N, P, and K to improve the yield and bioactive-com-
pound synthesis of the apple fruits.

Keywords: antioxidants; apple fruits; phenolic compounds; sugars; agricultural nanotechnology;
plant nutrition

1. Introduction

Apple fruits (Malus domestica L.) are one of the most consumed fruits worldwide after
citrus, grapes, and bananas [1]. Apple production for the year 2020 was 86,443,757 tons,
and the primary producers in the world were China, the United States of America, and
Turkey [1,2]. Apple fruits are important for the human diet because of their excellent taste,
health benefits, biologically active substances —such as phenolic compounds, polysaccha-
rides, and organic acids—and because of their high fiber content [3-5]. Generally, apples
are consumed fresh, when the fruit is ripe, but they may also be found in processed foods,
such as juices, ciders, wines, purees, jellies, marmalades, and others [5,6].
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