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RESUMEN

Los crecientes problemas de contaminacion en cultivos agricolas debido a pesticidas o
agroquimicos han ocasionado problemas en la calidad de los frutos y hortalizas como el
jitomate (Solanum licopersicum). Este el segundo cultivo mas importante en la produccion
de hortalizas en México debido a que es fundamental en la alimentacién porque es fuente
importante de vitaminas, minerales, fibra y antioxidantes siendo que su consumo sea
esencial para obtener una alimentacion sana y equilibrada.

El objetivo de este estudio fue el evaluar el efecto de la luz UV-C y luz azul sobre la
capacidad antioxidante de plantulas de jitomate (Solanum licopersicum) mediante técnicas
de DPPH vy fenoles totales para analizar una posible quelacién de metales pesados. Por ello
se evaluo el tratamiento de radiacion de luz UV-C vy luz azul en plantulas de jitomate,
posteriormente se realizaron 8 tratamientos a las plantulas, lo que concluyo Ila
contaminacion con metales de plomo, cromo y cadmio en una concentracion de 10 ppm y
tratamiento con luz azul durante 15 dias. Al final del experimento se deshidrataron las
plantulas y posteriormente se realizaron extractos para el material biolégico para
determinar su capacidad antioxidante y para su digestion y posterior analisis de los metales
pesados citados por medio de absorcién atdmica.

Los valores més altos de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante se encontraron en
las plantulas irradiadas con luz azul durante 15 minutos. En los tratamientos combinados se
calculd el factor de bioconcentracién (FBC) que fue menora 1, de los resultados obtenidos
del FBC podemos concluir que en todos los tratamientos se encontraron que las plantulas

de jitomate son del tipo exclusoras y puede usarse para fitoestabilizacion.

Palabras clave: jitomate, plantulas, luz UV-C, luz azul, metales pesados, capacidad

antioxidante.

XII



ABSTRACT

The growing problems of contamination in agricultural crops due to pesticides or
agrochemicals have caused problems in the quality of fruits and vegetables such as tomato
(Solanum licopersicum). This is the second most important crop in the production of
vegetables in Mexico because it is essential in the diet because it is an important source of
vitamins, minerals, fiber and antioxidants, and its consumption is essential to obtain a
healthy and balanced diet.

The objective of this study was to evaluate the effect of UV-C light and blue light on the
antioxidant capacity of tomato seedlings (Solanum licopersicum) by means of DPPH
techniques and total phenols to analyze a possible chelation of heavy metals. For this
reason, the treatment of UV-C light radiation and blue light in tomato seedlings was
evaluated, later 8 treatments were carried out on the seedlings, which concluded the
contamination with lead, chromium and cadmium metals in a concentration of 10 ppm and
blue light treatment for 15 days. At the end of the experiment, the seedlings were
dehydrated and later extracts were made for the biological material to determine its
antioxidant capacity and for its digestion and subsequent analysis of the mentioned heavy
metals by means of atomic absorption.

The highest values of phenolic compounds and antioxidant capacity were found in
seedlings irradiated with blue light for 15 minutes. In the combined treatments, the
bioconcentration factor (BCF) was calculated, which was less than 1, from the results
obtained from the BCF we can conclude that in all the treatments it was found that the

tomato seedlings are of the excluder type and can be used for phytostabilization.

Keywords: tomato, seedlings, UV-C light, blue light, heavy metals, antioxidant capacity.
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1. INTRODUCCION

La produccion de frutas y hortalizas en México han mostrado un aumento debido a su valor
comercial, asi como en su consumo por la cantidad de nutrientes que proporcionan, siendo
el jitomate (Solanum lycopersicum) el segundo cultivo con 3.24 millones de toneladas
(SIAP, 2020). Sin embargo, algunos informes reportan la presencia de metales pesados, los
que van en aumento de manera alarmante, debido a la agricultura intensiva. Los metales
pesados son altamente toxicos para el medio ambiente, animales y por consiguiente para los
humanos (Castro et al., 2017). Por lo que es necesario investigar y aplicar diferentes
metodologias para consumir productos que sean libres de estos elementos toxicos. La luz
UV-C vy luz azul se han utilizado con frecuencia como estrés abiotico en plantas para
aumentar la sintesis de compuestos bioactivos que han demostrado atrapar metales pesados
(Barcelo et al., 2003). Sabiendo que las plantas generan un mecanismo de defensa ante
cualquier peligro, existen varias propuestas para explicar este complejo proceso, la méas
empleada es la sintesis de metabolitos secundarios como los acidos fenolicos, terpenoides,
entre otros (Martens et al., 1994). Por lo expuesto anteriormente, en este trabajo se evalud
elefecto de la luz UV-C y luz azul sobre la sintesis de compuestos antioxidantes en plantas

de jitomate (Solanum lycopersicum) capaces de quelar metales pesados.



2. MARCO TEORICO

2.1. Hortalizas

El término de hortaliza se entiende como un grupo numeroso de plantas con caracteristicas
versatiles. Son plantas herbales que tienen un ciclo de uno afio o dos afios, sus productos se
utilizan en estado natural o procesado para la nutricion humana, con un contenido de agua
superior al 70% y bajo contenido energético (menos de 100 kcal/100g). En México, dada la
variedad de condiciones edafocliméaticas por la variedad de climas y suelos que existen, se
pueden sembrar alrededor de 70 variedades de hortalizas durante todo el afio, razon por la
cual este tipo de cultivo se encuentra en el cuarto lugar a nivel mundial y el primero en el
continente  Americano en la produccion y exportacion. Las hortalizas han tenido
importancia desde que en México inicio la produccion agricola, lo cual ha contribuido al
desarrollo econdmico, regional y nacional. Las hortalizas son fundamentales en la
alimentacion humana, ya que son fuente importante de vitaminas, minerales, fibras y
antioxidantes, haciendo que su consumo sea esencial para obtener una alimentacion sana y
equilibrada (Foroughbakhch etal., 2010).

2.1.2. Composicion y propiedades quimicas de las hortalizas

Las hortalizas estan compuestas de los siguientes elementos:

Agua: contienen aproximadamente entre un 70% a 80% de agua con respecto a su peso
fresco.

Hidratos de carbono: el contenido de este compuesto varia segun el tipo de hortalizas, asi
como de la cantidad de glicidos. La distribucion queda de la siguiente manera:

e Grupo A: Son hortalizas que contienen menos del 5% de hidratos de carbono.
Ejemplo de este grupo son: acelga, berenjena, coliflor, lechuga, chile, rabano,
jitomate, entre otros.

e Grupo B: Este tipo de hortalizas contiene entre un 5% y un 10% de carbohidratos.

Pertenecen a este grupo las alcachofas, cebollas, rdbanos, puerros, zanahorias y
remolachas.



e Grupo C: Involucra a las hortalizas que contienen mas del 10% de hidratos de
carbono, por ejemplo la patata y la mandioca (Rozano et al., 2004).

Vitaminas y minerales: gran parte del grupo de hortalizas presentan un alto contenido. La
vitamina A estd presente en la mayoria de las hortalizas al igual que la vitamina C. Cabe
sefialar que la vitamina C se encuentra en cantidades menores.
Lipidos y proteinas: la mayoria de las hortalizas se caracterizan por tener un contenido bajo
de grasas y proteinas.
Contenido caldrico: las hortalizas se caracterizan por contener bajas calorias, muchas no
sobrepasan las 50 calorias por cada 100 gramos de peso excepto las papas Y las alcachofas.
Debido a su bajo aporte energético se consideran como parte fundamental de la dieta de las
personas (Rozano et al., 2004).
Fibra dietética: contienen del 2% al 10% de su peso fresco en fibras vegetales digeribles
(fibra alimenticia). La fibra dietética presente en las hortalizas es de pectina y celulosa, que
suele ser menos digerible que en la fruta por lo que resulta preciso la coccion de las

hortalizas para su consumo (Foroughbakhch etal., 2010).

2.1.3. Produccion de hortalizas
En México, de acuerdo con Lugo (2013) se identifican cuatro grandes regiones de

produccion de hortalizas diferenciadas por su nivel de tecnificacion, organizacion y

distribucién:

a) La region noreste tiene un alto nivel tecnoldgico y se caracteriza por grandes y medianos
productores dedicados a la produccion selectiva (tomates, berenjenas, pimientos, etc.)

algunos de los estados representativos son: Chihuahua, Coahuila y Nuevo Leon.

b) EIl nivel de tecnologia en la region Bajio-Pacifico es muy alto con una produccion
selectiva a base de lechuga, brdcoli, coliflor y zanahoria. En esta zona se encuentran
grandes productores que proceden de los estados de Jalisco, Baja California, Guanajuato y

Michoacan.

c) El nivel de tecnologia en la region central es de bajo a medio, la produccién horticola es
muy caro y se caracteriza por la presencia de pequefios productores. El sistema horticola
local distribuye a los mercados locales, regionales y nacionales. Por otro lado, la capacidad

-3-



de produccién de diferentes niveles técnicos le permite ingresar al mercado internacional

siendo los estados representativos Tlaxcala, Puebla, Mexico, Veracruz y Morelos.

d) La zona sureste se caracteriza por tener una baja produccién en hortalizas asi como un
pequefio sector de productores, aunado a un bajo nivel tecnologico. El sistema de
horticultura local distribuye la produccion al mercado local. Los estados representativos son

Veracruz, Chiapas, Tabasco, Yucatan y Quintana Roo (Lugo, 2013).

Segun el tamafio de la tierra de cultivo y las condiciones para su produccion, se buscan
productores con esas caracteristicas especificas para su labranza. En el periodo otofio-
invierno de 2018 se sabe que la produccion de lechuga fue de 23,469 toneladas, 20,629
toneladas de zanahoria, 5,496 toneladas de jitomate, por mencionar las mas importantes. En
Meéxico, la produccién tan solo en 2020 es de 3.24 millones de toneladas y Puebla se ubica
entre los primeros estados productores de jitomate con una produccion de 130, 766
toneladas (SIAP, 2020).

2.1.4. Planta de jitomate

La planta de jitomate es originaria de América del Sur; sin embargo, la técnica de siembra
fue mejorada en México, siendo asi una de las principales hortalizas de exportacion que se
cultiva en los estados del noroeste y occidente de este pais. Segin Spooner y Peralta

(2005), el jitomate desde el punto de vista taxonémico se divide de la siguiente manera:

Division: Spermatophyta Orden: Solanales
Subdivision: Magnoliophytina Familia: Solanaceae
Clase: Dicotiledoneas Género: Solanum

Especie: Solanum lycopersicum

Se conocen nueve especies del género Solanum, pero solamente lycopersicum es cultivado
comercialmente como hortaliza, siendo el género y la especie mas usada en la actualidad
(Spooner y Peralta, 2005).



2.1.5. Condiciones de crecimiento Yy cultivo

El funcionamiento fisioldgico de la planta de jitomate depende del clima, suelo y las
caracteristicas genéticas. El manejo de los factores climaticos es fundamental para el
funcionamiento adecuado del cultivo (Gémez et al., 2010).

La temperatura en la planta de jitomate es uno de los principales factores ambientales que
afecta la eficiencia de la fotosintesis, porque la temperatura limita los rendimientos de los
cultivos horticolas. Esta planta se desarrolla 6ptimamente en climas con una temperatura
que oscila entre 18°C y 26°C también a temperaturas nocturnas de 17 °C aproximadamente,

para su mejor desarrollo y fructificacion (Maroto, 2008).

Las altas temperaturas provocan modificaciones en las funciones de las plantas de jitomate,
incluso llegan a impedir la fotosintesis y pueden desorganizar sistemas enzimaticos
necesarios para el desarrollo de su ciclo bioldgico. Esto puedo ocasionar una disfuncion en
los cloroplastos de las células y una reduccion en la asimilacién de CO, atmosférico
(GOmez etal., 2010).

Las bajas temperaturas afectan negativamente la fotosintesis, la translocacion de nutrientes
alterando la permeabilidad de las membranas y disminuyendo la respiracion de las plantas
de jitomate, si la intensidad o duracién de las bajas temperaturas es limitada estos procesos
pueden recuperar sus valores normales de lo contrario son afectados irreversiblemente
(Colombo y Obregdn, 2008).

La luz yel efecto de la intensidad luminosa tiene una gran importancia sobre el crecimiento
de las plantas que relacionan principalmente la fotosintesis y la transpiracion vegetal ya que
de no ser asi el crecimiento, desarrollo, floracién, polinizacion y maduracion de los frutos
se pueden ver afectadas. Se ha comprobado que las plantas de jitomate sometidas a altas
intensidades de luz presentan enrollamiento fisioldégico de las hojas inferiores y sus frutos

contienen altos niveles de vitamina C (Tasuke et al., 2008).

Jaramillo et al., (2007) refiere la importancia de la humedad del suelo, se altera el
metabolismo de la planta de manera general y la calidad de los frutos. El efecto del estrés
hidrico (exceso y deficiencia de humedad) sobre plantas de jitomate afecta la mayoria de
los procesos fisiologicos y bioquimicos de las plantas, tales como la apertura de los

estomas, elongacidn del tallo, reduccion de los rendimientos y la calidad de los frutos. Se
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reporta que los valores mas favorables para el desarrollo del jito mate se consideran del 50%

y 60%, porque valores altos indican ataque de plagas o alguna enfermedad en la planta.

2.2. METALES PESADOS Y SU EFECTO EN HORTALIZAS

En la agricultura moderna es necesario el uso de agrogquimicos para mantener altos
rendimientos en los cultivos, pero estas medidas ocasionan problemas que alteran las
propiedades quimicas y bioldgicas del suelo. En este sentido se genera una contaminacion
por metales pesados en rios, lagos, aguas subterraneas, erosion del terreno, agotamiento de
minerales del suelo entre otras. Cabe mencionar que este impacto negativo va en aumento
por el uso de la agricultura intensiva (Arduz et al., 2018). En los ecosistemas naturales, las
plantas actian como filtros, tratando de eliminar, reducir, transformar, mineralizar,
degradar, volatilizar contaminantes (organicos e inorganicos) en el suelo, lodos, agua y
sedimentos. Los metales contaminantes mds importantes dada su toxicidad y abundancia

son: arsénico, plomo, cromo y cadmio (ver Tabla 1). (Castro, 2017).



Tabla 1. Efectos por exposicién de Plomo, Cromo, Cadmio, Arsénicoy mercurio.

Elemento Efecto enwegetales Efecto enla salud Fuentes de
contaminacion

Plomo Inhibe la fotosintesis y Los nifios pueden Corrosion de tuberias
los efectos tener pequerios en viviendas, deterioro
enzimaticos. deficits de atenciony | de depésitos naturales.

problemas de
aprendizaje.
Adultos trastornos
renales e hipertension.

Cromo Degrada la estructura Dermatitis alergica. Aguas residuales de

del cloroplasto e acerias y papeleras,
inhibe la fotosintesis. erosion de sedimentos

naturales.

Cadmio Inhibe la fotosintesis Dafio renal Corrosion de tuberias
asi como la sintesis de galvanizadas, erosion
clorofila y la de depdsitos naturales,

transpiracion. aguas residuales de
refinerias de metales y

desechos de pintura.
Arsénico A medida que se Dano en fa piel, Erosion de sedimentos

inhibe la produccién problemas naturales, aguas
de enzimas, se circulatorios, riesgo residuales de procesos
obstruye la clorofila alto de cancer. de fabricacion de
de las hojas. vidrio y electronica.

Prieto etal., (2009).

El peligro estd en la tendencia a la bioacumulacién en los campos agricolas. La
bioacumulacion se refiere al aumento en la concentracion de una determinada sustancia
quimica en el organismo dentro de un cierto periodo de tiempo. Esta concentracion
aumenta a medida que ascienda a la cadena tréfica (Prieto et al., 2009).

La toxicidad en las células depende de su estado de oxidacion: redox activos (Fe, Cu, Cry
Co) que alteran el equilibrio redox estimulando la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) mediante la reaccion de Fenton y Haber- Weiss; y los redox inactivos (Cd,
Zn, Ni, Al, As) que interaccionan con el mecanismo de defensa antioxidante, impidiendo la
cadena de transporte de electrones o bien produciendo peroxidacion lipidica (Yadav, 2010).
Frente a estos dafios las plantas desarrollan mecanismos para defenderse y asi frenar la
toxicidad que ocasionan los metales pesados, los mas importantes se mencionan a

continuacion:




e Retencion de los metales pesados en la membrana plasmatica.

e Blogueo de entrada y transporte por cambio en el pH de la rizdsfera y el
almacenamiento en la vacuola.

e Sintesis de agentes quelantes de metales pesados, como fitoquelatina y
metalotioneina.

e La sintesis organica de polifenoles, como flavonoides y taninos que se asocian con
sistemas de defensa de las plantas que tienen efectos antioxidantes.

e Induccion de mecanismos que contrarresten los efectos dafiinos de ROS como la
produccion de enzimas antioxidantes como superdxido dismutasa (SOD), ascorbato
peroxidasa (APX) y catalasa (CAT) (Pérez, 2015).

2.2.1. Metales pesados y contaminacion en agua

El uso excesivo de los recursos naturales y el mal manejo de los residuos solidos urbanos
son los principales mecanismos por los que el agua subterranea es contaminada,
principalmente los de la industria contienen metales pesados que pueden ser perjudiciales
para la salud humana, el medio ambiente, animales y la gran mayoria de plantas. De
acuerdo a la OMS la presencia de metales pesados en agua potable se debe a diversas
causas como el uso de fertilizantes y pesticidas, pero no atribuye a todos este origen tal es
el caso del Cu, Pb y Zn. Su presencia se explica mas por la corrosion en el interior de
tuberias que sirven para la distribucion del agua. Asi como soldaduras, tuberias
galvanizadas y accesorios metalicos de plomeria, asi como pila eléctricas pueden ocasionar
contaminacion del agua por Cd (Nozargarry et al., 2017).

El valle de Puebla es atravesado por dos importantes rios, Atoyac y el Zahuapan después de
la unién de estos, el rio Atoyac atraviesa la ciudad de Puebla para descargar en la presa de
Valsequillo sus aguas residuales, estas son vertidas al lago de sus cauces naturales con
escaso tratamiento lo que genera una gran contaminacion. El desarrollo industrial y la falta
de saneamiento en la region han provocado en los ultimos afios un aumento de
contaminacion por falta de infraestructura de saneamiento, las cargas asentadas al margen
de los rios carecen de tratamiento por lo que contribuyen a su contaminacion (Bonilla et al.,
2015).



Por otra parte lo que reporta Norzagary et al., (2017) en su estudio realizado en el valle de
Puebla encuentra que en los estudios realizados para cobre y zinc se encuentran dentro de
los limites permisibles por la normatividad mexicana, los metales cadmio y plomo

superaron significativamente el limite permitido.

2.3. MECANISMO DE DEFENSA DE LAS PLANTAS FRENTE AL
ESTRES

2.3.1. Concepto de estrés enfisiologia vegetal

El término estrés en plantas se define como respuesta bioquimica o fisioldgica desfavorable
que afecta o dificulta el crecimiento de la planta, estas condiciones promueven una
respuesta de defensa que implica genes que codifican proteinas para reparar el dafio celular
sintetizando metabolitos secundarios con caracteristicas antimicrobianas y antioxidantes.
Los compuestos bioactivos incluyen terpenos, compuestos fendlicos totales, alcaloides etc.
Estos se obtienen por diferentes rutas metabolicas como la del &cido shikimico, mevalonato
por mencionar algunas. Por lo que el estrés se define como cualquier factor ambiental
biético o abidtico que reduce o aumenta la tasa de algun proceso fisiologico (Grumezescu
et al., 2017).

2.3.2. Estrés abidtico y bidtico

El estrés abiotico incluye factores como la salinidad, la sequia, las temperaturas extremas
(calor, frio, congelacion) y la radiacion UV. También se encuentran factores quimicos
como los metales pesados que contaminan el aire. El estrés bidtico es causado por la accion
de otros seres vivos: animales, otras plantas, microorganismos y otros agentes (Montoliu,
2010).

2.3.3. Mecanismos generales de respuesta al estrés

De acuerdo a Azcon et al., (2008) la respuesta al estrés puede ser de diferentes tipos del

mas especifico al mas general y se pueden enlistar los siguientes mecanismos:



e Cambios en la actividad hormonal: la modificacién de los niveles hormonales puede
incrementar la resistencia al estrés.

e Alteraciones en el desarrollo de las plantas: Se reduce el numero de células
reproductivas que favorecen su desarrollo.

e Elarea de transpiracion se reduce por la separacion de los tejidos dafiados quitando
el foco de infeccion en estrés bidtico.

e Sintesis de nuevas proteinas: ejemplos de estas proteinas son la ubiquitina y las
proteasas, que intervienen en la degradacion de proteinas dafiadas, el ple gamiento
de proteinas desnaturalizadas por estrés y la prevencion de la formacion de
agregados proteicos irreversibles.

e La sintesis de metabolitos secundarios protectores: por mencionar algunos:

terpenoides, fenoles, alcaloides, etc.

2.3.4. Estrés oxidativo
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son formas parcialmente reducidas de oxigeno. A
pesar del papel fisioldgico que desempefian, también dan lugar a reacciones de oxidacion
indeseadas contra las cuales los organismos han desarrollado defensas antioxidantes. Los
darfios que provocan las ROS son:

e inhibicion de enzimas capaces de reaccionar con ellas.

e reaccion con los pigmentos tipo clorofila causando su degradacion.

e peroxidacion de lipidos.,

o fragmentacion del DNA producida por la reaccion de los radicales hidroxil con las

bases nitrogenadas dificil de reparar (Mano, 2002).

2.3.5. Respuesta sistémica

Las plantas pueden protegerse contra ataques de patdgenos, artropodos herbivoros, dafio
mecéanico, o contacto con algunos quimicos. Se ha observado que algin dafio que recibe la
planta la inmuniza contra infecciones posteriores, se sabe que el primer patégeno o dafio
induce la expresidn de reacciones de resistencia contra subsecuentes infecciones. Esta
capacidad de las células para repeler los ataques subsecuentes, se dispersa a través de toda

la planta, a esta respuesta se le llama resistencia sistémica adquirida (RSA). La fuerza y
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estabilidad de la resistencia inducida durante semanas pueden ser influenciadas por factores

como las condiciones climaticas y la nutricion (Camarena et al., 2007).

2.3.6. Mecanismo de accion de defensa de plantas vs metales pesados

Las plantas fueron desarrollando métodos para absorber y almacenar los nutrie ntes que no
necesita debido a un mecanismo electroquimico. La fitotoxicidad de los metales pesados se
presenta en suelos particularmente acidos que ocasionan estrés oxidativo afectando la
fotosintesis, su crecimiento y formacion de raices (Ruiz, 2012).

Estos mecanismos les han permitido a las plantas desarrollar 3 estrategias basicas para
resistir a los elevados niveles de metales acumulados en sus tejidos que serian
extremadamente toxicos para otro organismo. Estas estrategias son:

1) exclusién: poca acumulacion del metal en la parte aérea de la planta. Otras acumulan el
metal en la parte aérea en una forma no toxica para la planta, siendo la exclusion la mas
caracteristica de las especies sensibles tolerantes a los metales.

2) bio indicadora: este mecanismo se caracteriza porque las plantas almacenan metales en
sus tejidos, expresando los niveles que existen en el suelo.

3) hiper acumulacion: se caracteriza por la capacidad de las plantas de reservar metales en
sus tejidos en concentraciones altas. Presentan bajo contenido de biomasa debido a que
utilizan més energia en los procesos biologicos para adaptarse a concentraciones altas de
metales.

Todas las plantas absorben metales del suelo donde se encuentran pero en distinto grado
adoptando diferentes estrategias frente a la presencia de metales en su entorno (Baker et al.,
2000).

Los cambios evolutivos son la razon por la que diferentes mecanismos intentan inactivar el
metabolismo de elementos que representan un riesgo para la integridad celular. Estos
mecanismos se dividen en 2 tipos:

1) La co-tolerancia es el resultado de mecanismos determinados que permiten tolerancia a
varios metales.

2) Tolerancia multiple en la que se utiliza una serie de mecanismos independientes entre si

para producir tolerancia para cada metal o multiples metales que interactuan para evitar
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dafios a las plantas, las evidencias indican que esta tolerancia se presenta en la mayoria de
las plantas (Macnair et al., 2000).

Considerando la presencia de estas tolerancias en las plantas se dividen los posibles
mecanismos en las siguientes formas:

1) Mecanismos externos de tolerancia.- influenciados por microorganismos entre los que se
encuentran los hongos micorricicos.

2) Mecanismos internos de tolerancia.- este tipo de mecanismos consideran a los exudados
radicales que estan formados principalmente por acidos organicos de bajo peso molecular
(AO) generados principalmente a partir del ciclo del acido tricarboxilico. La resistencia a
los metales en este sistema de radicales libres se debe a su capacidad para afectar la
solubilidad de elementos esenciales y no esenciales mediante procesos de acidificacion,
quelacién, precipitacién y redox (Salt et al., 2000).

Cuando el metal entra en contacto con las puntas de las raices, se puede producir AO en la
planta, lo que activa el flujo de AO, lo que permite que AO ingrese a las células a través de
diferentes vias. Inducira el metabolismo de AO y se producird la protonacion de
compuestos organicos, y luego los protones se transferiran al citosol para formar complejos
con cationes no esenciales. Ademas, el pH citoplasmatico permanece estable a través de la
funcion de coordinacion del transportador de AO y el canal de K (Ryan y Dehlaize, 2001).
El secuestro de metales esta relacionado al incremento de la actividad de la peroxidasa que
estimula la biosintesis de la lignina en respuesta al estrés causado por metales como Zn, Cu,
Cd (Carrier et al., 2003).

A continuacién se mencionan los mecanismos internos de tolerancia:

Quelacion de los metales en el citosol por diversos ligandos: los ligandos como las
fitoquelatinas, las metalotioneinas, los acidos organicos, las proteinas de estres térmico y
los aminoécidos favorecen la desintoxicacion manteniendo una concentracion estable de
iones de metales de citosol (Clemens, 2001).

Fitoquelatinas: el mecanismo de accidén consiste en la formacién de complejos no toxicos
con iones de metales mediante la interaccion con los grupos tioles de cisteina formando un
complejo FQ-metal de bajo peso molecular, consecutivamente se une a iones sulfuro (5%)
en el citosol formando moléculas complejas de alto peso molecular (CAPM). Después estas

moléculas traspasan el tonoplasto entrando a la vacuola y los &cidos organicos que se
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encuentran ahi como el malato, citrato y oxalato detienen a los iones de los metales
disociando el complejo FQ- metal. Aungque todavia no esta claro que le ocurre a las
fitoquelatinas una vez separada del metal, sin embargo se explica que las FQS pueden ser
degradadas en la vacuola o pueden retornar al citoplasma para formar nuevos complejos
con los iones de los metales (Gadapati y Macfie, 2006).
Otra hipotesis sobre la proteccion de las plantas contra el estrés, se basa en la sintesis de
productos que proceden del metabolismo secundario. Esta proteccion requiere que el metal
incremente la resistencia de la planta frente al factor que causo el estrés (Martens et al.,
1994; Vazquez et al., 2006).
Hay dos categorias de fitorremediacion en suelos contaminados con metales pesados:
fitoestabilizacién de plantas y extraccion de plantas.
e Fitoestabilizacion se buscan géneros excluyentes que almacenen una cantidad alta
de metales en la raiz y asi impedir que se transfieran a la parte aérea de la planta y
estar al alcance para otros seres vivos.
e Fitoextraccion se buscan especies de tipo acumuladoras, hiperacumuladoras donde
el contaminante sea transportado de la raiz a la parte aérea de la planta y

posteriormente pueda ser cosechado y confinado (Volke-Sepulveda et al., 2005).

Para saber si una especie vegetal puede ser utilizada en un tratamiento de fitorremediacion
se tiene que tomar en cuenta el factor de bio concentracion (FBC) y el factor de
traslocacion (FT). ElI FBC establece la eficacia que tiene la planta para almacenar en su
tejido el metal que procede del suelo y se calcula asi:

FBC= concentracion de metales en el tejido/ concentracion de metales en el suelo

Cabe mencionar que la sensibilidad de las especies vegetales a los metales pesados varia
considerablemente a través de familias, reinos y las diferentes respuestas de las plantas a

los metales pesados puede ser atribuida a factores genéticos y fisiologicos (Ali etal., 2013).
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2.4. INFLUENCIA DE LA LONGITUD DE ONDA DE LA LUZ SOBRE EL
CRECIMIENTO Y LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

2.4.1. El espectro electromagnético

La luz y las diversas radiaciones son expresiones de energia que viajan en el espacio a la
maxima velocidad permitida: la velocidad de la luz. El sol nos provee de la mayor parte de
la energia que los seres vivos requieren en el planeta, la manera directa nos llega en forma
de luz o radiacion (usada en procesos fotosintéticos). La luz y la radiacion pertenecen a un
rango muy amplio que se denomina espectro electromagnético, el espectro se ha dividido
en diferentes regiones, pero no tienen limites estrictos entre regiones cercanas. Se utilizan
estos parametros para referirse al espectro electromagnético: frecuencia y longitud de onda
(Skoog, 1998).

Se divide en diferentes regiones espectrales que tienen limites arbitrarios. El desarrollo de
aplicaciones en diferentes regiones depende de la capacidad técnica para producir fuentes
de radiaciones adecuadas y detectores o medidores sensibles a estas regiones. En la Tabla 2
se indica los rangos aproximados de frecuencias (Hz ¢ ciclos/seg) y longitudes de onda
(metros) y energias promedio (eV) de las diferentes regiones del espectro electromagnético
(Fontal, 2005).

Tabla 2. Espectro electromagnético (rangos aproximados).

Longitud Energia del
Region Frecuencia (Hz) 9 foton
de onda .
(eV,promedio)
Rayos 22 19 11 14
gamma 10°°-10 107"-10 1010
Rayos-X 107-10%° 108-10"* 105
Ultravioleta 10%*-10'" 10°-10% 103
4x10°%-7x10°
Visible 10%-10"° 6 1
Infrarrojo 10**-10% 103-10° 10-mar
Microondas 10°-10"* 10*-10° 10-may
Ondas de 3 .9 s
radio 10°-10 10°-10 oct-15




2.4.2. Espectroscopia Ultravioleta y Visible

La radiacion ultravioleta (UV), luz visible (Vis) y la luz infrarroja (IR) son parte de la
region visible del espectro electromagnético. Al considerar el impacto de la radiacion
ultravioleta en la salud humana y el medio ambiente, los rayos ultravioleta generalmente se
subdividen en UV A (380-315nm), también conocida como onda larga o luz negra y UVB
(315-280nm) ademas conocida como onda media y UVC (200-280nm). El espectro visible
es una porcidn pequefia del espectro electromagnético y cualquier energia producida en esta
estrecha banda producird la sensacion de vision cuando estimula el ojo humano normal
(Fontal, 2005).

En la Tabla 3, podemos ver los rangos de longitud de onda expresados en nm y los
diferentes colores a los que corresponden.

Tabla 3. Rangos de longitud de onda (nm) para diferentes colores del espectro visible.

Rojo 650-750 nm Azul 435-480
Naranja 590-650 indigo 420-440
Amarillo 580-595 Violeta 400-435
No es un

Verde 500-560 Purpura color
espectral

puro

Cada banda del espectro visible produce una sensacion de color diferente, la division entre
colores no es fina sino una transicion gradual de uno al otro. Esta técnica mide la
interaccion de moléculas con la radiacion electromagnética, la luz que se encuentra en la
luz visible y la luz ultravioleta de los espectros electromagnéticos presenta una energia de
150-400 kimol. La energia de la luz es usada para promover electrones de un estado de
excitacion a otro, por lo que esta técnica se considera excelente para seguir reacciones de
catalisis (Christian, 1981).

2.4.3. Tipo de luz y su efecto en plantas

La radiacion solar es importante porque constituye la base sobre la cual se organiza la vida
en nuestro planeta, la participacién de la luz en el crecimiento de las plantas es compleja y
tiene 2 funciones importantes en el crecimiento de las plantas como fuente de energia para

la fotosintesis o para regular el momento de la floracién. Los seres vivos pueden usar la
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mayor parte del espectro electromagnético que cae sobre la superficie de la Tierra,
especialmente la parte visible del espectro que llamamos luz. Por lo tanto, el crecimiento de
las plantas y su desarrollo a veces se alteran como respuesta a los cambios en el color de la
luz irradiada y su longitud de onda (Nguy et al., 2015).

Algunos de los efectos de las diferentes longitudes de onda en las plantas son las siguientes

e Elrango de longitud de onda entre 400nm y 520 nm corresponde al espectro visible
e incluye luz violeta, azul y verde. Tiene una fuerte influencia en el crecimiento
vegetal y la fotosintesis.

e Entre 520nm y 610 nm corresponde al rango de longitud de onda del espectro
visible, estd compuesto por luz verde, amarilla y naranja. Teniendo poco efecto en
el desarrollo vegetativo y la fotosintesis.

e Enelrango de 610nm y 720 nm pertenece al espectro visible que comprende luz
roja. Tiene una fuerte influencia sobre el crecimiento vegetativo, fotosintesis,

floracion y germinaciéon (Ramos y Ramirez, 2016).

En la mayoria de los casos, las plantas tienen la capacidad de responder a la calidad de la
luz de diferentes formas. La calidad de la luz puede entenderse como el color o la longitud
de onda, su intensidad (es decir, la densidad del flujo de fotones) y una combinacion de
ambas. Este aspecto es de gran importancia en las comunidades vegetales, cultivos y los
ecosistemas vegetales, porque las plantas absorben un cierto rango de radiacién incidente y

transmiten la radiacién no absorbida a las plantas cercanas (Nguy et al., 2015).

Las hojas y tallos de las plantas absorben fotones en el rango azul y rojo del espectro
visible. También poseen diferentes tipos de fotorreceptores que les sirven para relacionarse
con la captaciéon de luz y facilitar el control de los procesos involucrados en el proceso de

homeostasis (Stroch et al., 2015).

El crecimiento de los vegetales se ve afectado por factores como la intensidad y la calidad
de la luz que es captada por 6rganos encargados de realizar la fotosintesis. Por lo tanto
cuando se generan cambios en la calidad o intensidad de la radiacidn se producen
afectaciones en la anatomia y fisiologia de la planta, influenciados por el color o longitud

de onda que llega a la superficie de las hojas (Johkan et al., 2010).
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Los cultivos de interior solo emiten longitudes de onda de luz correspondientes a valores
cercanos al pico de absorcion del proceso fotoquimico de la planta, que se encuentran entre
400nm y 500 nm y entre 600 y 700 nm. Estas longitudes de onda estimulan la germinacién,

crecimiento vegetativo, desarrollo y floracion de las plantas (Ramos y Ramirez, 2016).

La luz artificial que es usada para el crecimiento de las plantas funciona de la siguiente

manera:

e Aporta la luz que necesita la planta.
e En invierno complementa la luz natural que recibe la planta.
e Extienden el periodo de exposiciéon de luz con el propésito de aumentar su

crecimiento y floracion.

Esta tecnologia es importante porgue estos dispositivos pueden colocarse muy cerca de las
plantas para emitir un alto flujo de luz, no producen luz ultravioleta ni infrarroja, lo que es
un alivio para quienes estan expuestos a los cultivos verticales. Un aspecto importante de
las luces LED es que la luz generada se concentra en la parte exterior del dispositivo,
siendo diferente a otros sistemas de iluminacion. El desafio es encontrar la relacion de
longitudes de onda correcta y mas apropiada para la produccion de semillas para reducir
costos relacionados con la energia y aumentar la calidad de la produccién (Macias et al.,
2012).

2.4.4. Efecto de la luz UV-C en hortalizas

En varios estudios sobre la aplicacion de luz UV-C en hortalizas indican un incremento de
compuestos fendlicos totales asi como capacidad antioxidante que pueden inducir a
mecanismos de defensa. Ademas la irradiacion con luz UV-C aplicada como tratamiento
poscosecha aumenta la concentracion de flavonoides. Este tipo de luz puede usarse para
generar estrés abidtico para estimular metabolitos secundarios tanto de frutas como de
hortalizas, sin embargo este efecto depende de varios factores como el tipo de irradiacion
UV-A, UV-By UV-C (Avila et al., 2016).

Este procedimiento puede impulsar una respuesta de defensa natural de las plantas
provocando la biosintesis de fitoalexinas aumentando la produccion de enzimas como la

fenilalanina amonio liasa y la actividad quitanasa. Se propone que a dosis altas de radiacion
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se puede estimular los procesos necesarios en las células generando cambios efectivos en la
homeostasis de las plantas. Estos cambios estan en funcion de la dosis y de las
caracteristicas del alimento, asi que un tratamiento correcto con radiacion UV-C deberia
presentar reduccion de carga microbioldgica, no tener efectos negativos en los atributos
sensoriales del alimento y aumentar caracteristicas nutrimentales propias del producto
(Haro y Guerrero, 2013).

2.4.5. Luz azul

La luz azul es uno de los factores que influye como regulador de procesos fisioldégicos no
solo actla como un sustrato energetico. La luz azul afecta aspectos del crecimiento y
desarrollo en la planta. EI mecanismo de defensa a la exposicion de este tipo de luz es la
inhibicion de la elongacion del hipocdtilo, la regulacion de la floracién, la curvatura
fototrdpica, la apertura estomatica asi como la regulacion de los genes. Este tipo de luz azul
también es Util para inducir niveles méas altos de actividad antioxidante y contenido de

polifenoles totales (Casierra y Pinto, 2011).

2.5. ANTIOXIDANTES EN PLANTA DE JITOMATE

3.5.1. Mecanismo de accion de los antioxidantes frente a radicales libres
Los compuestos antioxidantes pueden disminuir lo oxidacion mediante la captacion de
radicales libres. Recordando que un radical libre se define como cualquier especie capaz de
contener uno 0 mas electrones libres en forma de singulete, esta presencia de electrones
libres hace que los mismos sean altamente reactivos debido a que requieren otro electron
para completar el orbital y volverse estables. Las estructuras quimicas asi como sus
mecanismos de accion de los compuestos antioxidantes llegan a ser muy variados, los
antioxidantes pueden ser moléculas capaces de neutralizar los radicales libres aceptando o
donando electrones, para eliminar la condicion desapareada del radical. Las moléculas
antioxidantes pueden reaccionar directamente con los radicales reactivos y destruirlos,
aunque también puedan convertirse en nuevos radicales que son menos peligrosos que los
radicales que neutralizaron (Jian-Ming et al., 2010).
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2.5.2. Antioxidantes presentes en plantas de jitomate

El contenido de antioxidantes en el jitomate puede variar de acuerdo con la ubicacion en el
fruto, se reporta que el pericarpio del jitomate contiene los niveles mas altos de
antioxidantes principalmente flavonoides (chalcona, naringenina, rutina y quercetina
glicosido), compuestos fendlicos, acido ascérbico, carotenoides totales y licopeno. Se
considera al licopeno, flavonoides, compuestos fenolicos, vitaminas C y E, como
responsables de la actividad antioxidante de los jitomates tanto crudos como procesados
(Toor y Savage, 2005).

La pulpa y las semillas contienen minerales (Fe, Mn, Zn y Cu), asi como acidos grasos
monoinsaturados como el oleico (Steward et al., 2000; Toor y Savage, 2005).

Carotenoides: se sabe que una molécula de B-caroteno puede reaccionar captando hasta
1000 moléculas de oxigeno singlete. Tambien los carotenos son capaces de captar radicales
peroxilo a través de la adicion de este radical a sistemas conjugados; de esta manera el
radical se estabiliza por resonancia (Garcia, 2004).

El acido ascorbico: tambien conocido como vitamina C protege contra el dafio oxidativo de
los componentes celulares y lipoproteinas circulantes, se encuentran enacido L-ascérbico y
acido dehidroascorbico. El acido ascorbico es un aceptor de radicales muy efectivo frente a
superoxidos, perdxido de hidrogeno, hipoclorito y oxigeno singulete (‘Yanishlieva-
Maslarova, 2001).

Los flavonoides: son compuestos polifendlicos que se forman en las plantas a partir de
aminodcidos aromaticos fenilalanina y tirosina. La capacidad antioxidante de los
flavonoides se debe a las propiedades redox de los grupos hidroxifendlicos y de las
diferentes partes de la estructura quimica. Tienen excelentes propiedades de quelacion de
metales de transicion por lo que desempefian un papel importante en la proteccion frente a
fendmenos de dafio oxidativo, el mecanismo exacto aln no es muy claro sin embargo
estudios recientes explican que la actividad antioxidante puede basarse en la donacion de
hidrogeno (Williams et al., 2004).

Los compuestos fendlicos: estan formados por un anillo aromatico unido por lo menos a un
grupo oxhidrilo, pero con otros sustituyentes en el anillo se forman acidos fendlicos como
el ferdlico, cumérico y cindmico. Los compuestos fendlicos pueden funcionar como

antioxidantes a través de dos mecanismos principales:
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a) captadores de radicales libres: se comportan como donantes de hidrogeno o electrones
evitando las reacciones en cadena en donde se encuentran los radicales libres. El radical

fenoxilo formado es poco reactivo porque se estabiliza por resonancia en el anillo
aromatico.

b) quelantes: en esta reaccion se necesita la presencia de grupos hidroxilos cercanos al
anillo aromatico. De este modo los o-dihidroxifenoles son secuestradores efectivos de iones

metalicos e inhiben la generacion de radicales libres por la reaccion de Fenton (Garcia,
2004).
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3. JUSTIFICACION

El consumo de hortalizas como el jitomate ha ido en aumento debido al alto contenido de
nutrientes que posee. Sin embargo, una de las principales problemaéticas que presentan es la
contaminacion con los metales pesados en los sistemas agricolas de produccion intensiva
debido al uso de diferentes sustancias para mantener su rendimiento, calidad e inocuidad
entre los que destacan los plaguicidas y fertilizantes. De la misma forma, es utilizada agua
para su riego, la cual puede contener metales pesados como Pb, Cr, Cd; lo que ocasiona
contaminacion en jitomates, asi como un impacto en los nutrientes. Cuando estos frutos son
consumidos pueden ocasionar enfermedades en humanos y animales, como también

impactar al medio ambiente de la misma forma (Mancilla et al., 2012).

Se ha buscado una alternativa a estos problemas, y una de las tecnologias por su
versatilidad y resultado es el uso de radiacion ultravioleta de onda corta y luz azul para el
procesamiento de alimentos en cosecha y poscosecha. Las radiaciones con luz UV y visible
pueden estresar de manera abiotica a las plantas y desencadenar la produccion de
metabolitos secundarios capaces de quelar los metales pesados contaminados de las plantas.
Por lo anterior, el estudio de este tipo de agentes quelantes en plantas de jitomate es de gran
interés toda vez que se buscaria con esto reducir la presencia de los mismos en los frutos y

en consecuencia en humanos.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la luz UV-C y luz azul sobre la capacidad antioxidante en plantulas de
jitomate (Solanum lycopersicum) mediante técnicas de DPPH y fenoles totales para

analizar su posible quelacion de metales pesados por medio de absorcion atomica.

Objetivos particulares

e Evaluar el efecto de luz UV-C y luz azul sobre los compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante en plantas de jitomate (Solanum lycopersicum)

e Valorar el efecto de la adicion de metales pesados Plomo, Cromo, Cadmio sobre la
capacidad antioxidante de plantulas de jitomate.

e Cuantificar el efecto de la aplicacion de luz y metales pesados sobre los compuestos
fenolicos totales y capacidad antioxidante de las plantas.

e Cuantificar los metales pesados presentes en las plantulas de jitomate irradiadas con

luz azul, mediante absorcidn atomica.
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6. METODOLOGIA

6.1. Material vegetal
Las plantulas de jitomate (Solanum lycopersicum) que se utilizaron fueron adquiridas en
InnovusCor empresa dedicada al disefio de areas verdes y desarrollo de proyectos

productivos y sustentables. Ubicada en Tlaxco No. 929 colonia La Paz, Puebla.

6.2. Obtencion de plantulas de jitomate

Primero se inicié con la siembra, la que se realizd de forma indirecta por medio de un
semillero de 30 tapones (56 x 26 cm) con una mezcla de vermiculita y perlita (3:1). Durante
este periodo se suministrd una humedad constante entre 65 y 70% Yy temperatura entre
25°C.

Posteriormente la germinacion, luego de 15 y 20 dias después de la siembra a temperatura
de 25°C y donde recibieron al menos 6 horas de luz solar.

Luego se trasplantaron las plantulas de jitomate a un recipiente de 200 ml donde se mezclé
perlita 50% y vermiculita 50%. Las plantulas fueron tratadas con una solucion nutritiva de
HidroViva® e irradiacion con luz UV-C y luz azul (Chung et al., 2019).

6.3. Evaluacion y tratamiento de irradiacion de luz UV-C y luz azul
Para evaluar el efecto de la luz UV-C y luz azul se realizé un disefio factorial 3% variando

los tiempos de exposicion a las plantulas, como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Tratamiento de irradiacién con luz UV-C vy luz azul a plantulas de jitomate.

Luz UV-C 254 nm Luz azul 420-460
(minutos) nm (minutos)

0 0
0 30
10 0
10 30
5 30
10 15
5 15

15

0
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Los 9 tratamientos de radiacion con luz UV-C vy luz azul se realizaron en las plantulas de
jitomate usando 30 plantulas por cada tipo de luz y por cada tiempo (luz UV-C 0, 5, 10
minutos y luz azul 0, 15. 30 minutos) dando un total de 180 plantulas irradiadas. Recibieron
la dosis de luz en un periodo de 30 dias, en el equipo de la Figura 1. Cabe mencionar que la
dosis de luz UV-C y luz azul se propusieron de acuerdo con algunos ensayos preliminares
realizados en el laboratorio (Avila etal., 2016).

Las dosis de irradiacion de las lamparas se llevaron a cabo utilizando un radiometro digital
Lightmeter (Modelo DT-1309 con una interfaz RS-232, Londres, Reino Unido).

Para luz azul (Modelo TLD 30W/03 Aqua Coral, Philips, DF, México).

Para luz UV-C (Modelo G15T8, General electric, Connecticut, EE. UU).

— :

Figura 1. Equipo de irradiacidn.

6.4. Obtencion de los extractos

Se obtuvieron los extractos de las plantulas de jitomate después del tratamiento de las
mismas con irradiacion con luz UV-C (0, 5, 10 minutos) y luz azul (0, 15. 30 minutos) ver
Tabla 3.

Las plantulas de jitomate se deshidrataron a 50°C por 24 horas y posteriormente, se realizo
la extraccion del material bioldgico. Se pesd 1 g de plantula seca y se combina con 25 mi
de metanol para su extraccién. La mezcla se dejé en agitacion constante por 30 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se filtrd el extracto obtenido y se almacen6 a 4 °C

para su posterior analisis (Hernandez et al., 2016).
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6.5. Determinacion de compuestos fendlicos totales

Para la determinacion de fenoles totales se utilizo el reactivo de Folin-Ciocalteau, el
método se fundamenta en su caracter reductor y es el mas empleado. La absorbancia que
pertenece al color azul se mide en el rango de 765 nm.

Para la determinacion de compuestos fen6licos totales se adicion6 en un tubo de ensayo 1
mililitro de reactivo de Folin-Ciocalteau (0.1 N), 500 uL de etanol 90%, luego se mezcld
con 500 pL de extracto vegetal, después de 3 minutos, se afiadio 1 ml de Na,CO3; (0.5%).
La mezcla se almacend durante 30 minutos en oscuridad y temperatura ambiente.
Finalmente se leyo la absorbancia en un espectrofotometro UV-Vis a 765 nm. Se realiz6
una curva de calibracién con &cido galico como estandar, el contenido de fenoles totales se

expresaron como mg equivalentes de acido galico GAE/100 mg presentes en cada extracto.

6.6. Determinacion de la capacidad antioxidante.

Se basa en la medida de la absorbancia del radical DPPH. La actividad antioxidante de los
tratamientos se realiz6 segun la metodologia propuesta por Hernandez y colaboradores
(2016). Se mezclo en un tubo de ensayo 1 ml de DPPH (0.004%) mas 500 uL de etanol al
90% y 500 pL de extracto vegetal, luego se almacend; durante 30 minutos en un lugar
oscuro a temperatura ambiente. Posteriormente, se leyo la absorbancia de las soluciones en
un espectrofotdmetro UV-Vis 517 nm. La curva de calibracion que se realizd para expresar

la actividad antioxidante se midié en equivalentes de trolox (uM/g).

6.7. Andlisis estadistico

Todos los analisis fueron realizados por triplicado. Los resultados fueron analizados
mediante un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa MiniTab 18. Se
selecciond un nivel de confianza del 95% vy la prueba de Tukey para decidir diferencia
significativa entre los resultados.

6.8. Tratamiento de luz azul a plantulas de jitomate

Las plantulas de jitomate se sometieron al tratamiento previamente evaluado de irradiacion
de luz, como se muestra en la Figura 2. Siendo el tiempo seleccionado de 15 minutos y de

luz azul.
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Figura 2. Tratamiento con luz azul a plantulas de jitomate.

6.9. Adicion y evaluacion de metales pesados sobre la capacidad antioxidante de las
plantulas de jitomate

Se valoré el efecto de la adicion de metales pesados en el desarrollo de las plantulas de
jitomate. Se aplicaron soluciones de los metales plomo, cadmio y cromo a 10 ppm en
cantidades de 5 ml diarios durante 15 dias como se muestran en la Tabla 5 (Martins et al.,
2017).

Tabla 5. Tratamiento de adicién de metales pesados a plantulas de jitomate.

Tratamiento Metal pesado
control Ninguno
control Cadmio
control Cromo
control Plomo

Luz azul Ninguno
Luz azul Cadmio
Luz azul Cromo
Luz azul Plomo

El efecto del tratamiento de irradiacion de luz azul y la adicion de metales pesados en los 8
tratamientos se valor6 mediante la capacidad antioxidante de plantulas de jitomate, con la

técnica de DPPH y fenoles totales.
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6.10. Cuantificacion de metales pesados presentes en las plantulas de jitomate
mediante absorcion atémica

Para realizar este analisis se tomdé como referencia “NOM-117-SSA1-1994. Bienes y
servicios. Método de prueba para la determinacion de cadmio, arsénico, plomo, estafio,
cobre, fierro, zinc y mercurio en alimento, agua potable y agua purificada por
espectrometria de absorcidn atomica” Esta determinacion se realizd en el laboratorio
Biolndu ubicado en 39 poniente N0.928 colonia Gabriel Pastor Puebla, Puebla.
Acondicionamiento. Las muestras de plantulas de jitomate se molieron en un mortero con
pistilo, se pesaron y almacenaron en el laboratorio.

Digestion por via seca. Se hizo por via seca, las muestras de plantulas de jitomate se
incineraron en una mufla. Las muestras fueron transferidas a un crisol de porcelana
previamente tarado, las muestras se introdujeron en la mufla y se sometieron a
calentamiento a 550°C por 6 horas. Posteriormente se sacaron los crisoles hasta llegar a una
temperatura amiente en la mufia.

Posteriormente se agregd 5 ml de HNO3 concentrado por las paredes del crisol y se aforo a
100 ml de agua des ionizada, se dejé en reposo por 14 horas. Se filtro en papel whatman
No. 2 y recolectando en un matraz aforado de 100 ml antes de la determinacion y por
utimo se aforo con agua de ionizada.

Estandares de calibracion

Se prepard el estandar de calibracion utilizando el mismo tipo de &cido y la misma
concentracidn en la muestra después de la digestion. La concentracion de los estandares fue
de0,0.2,0.4,0.6,0.8, 1.6, 3.2 y 6 ppm para todos los metales. Con el mismo porcentaje de
acidez con el que las muestras son preparadas.

Se corri6 un blanco de reactivos y de digestion, y se procedio, a leer en el
espectrofotometro de absorcion atomica.

Una vez que se obtuvo la muestra lista para ser empleada en el espectrofotdmetro de
absorcion atomica con llama, se eligio la longitud de 250 nm con lampara de catodo hueco.
Posteriormente se trazd la curva de calibracion de absorbancia mediante el uso de equipo de

cémputo.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Evaluacion del efecto de irradiacion de luz UV-C y luz azul sobre plantulas de
jitomate mediante técnicas de compuestos fenolicos totales y DPPH

Los resultados del efecto del tratamiento de irradiacion con luz UV-C vy luz azul sobre los
compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante se presentan en la Tabla 6.

La luz es un factor primordial en el desarrollo de las plantas, diversos estudios sefialan que
tienen la capacidad de responder de diferentes formas a la irradiacién de luz porque las
plantas poseen diferentes tipos de fotorreceptores que absorben la luz (Avila et al., 2016).
Se observa el efecto de las diferentes dosis de radiacion para promover la sintesis de
metabolitos secundarios en ambos tratamientos, siendo la capacidad antioxidante la que
muestra mayor incremento. Aunque los estudios relacionados con los efectos de la luz son
relativamente nuevos se puede atribuir este resultado a que la capacidad antioxidante que se
encuentra en la parte de tallo y hoja de la planta (Stroch et al., 2015) y cabe recordar que se
analizé solo la plantula de jitomate, en cuanto a la aplicacién de la luz UV-C diversos
autores mencionan que ayuda a incrementar compuestos fendlicos, sin embargo dosis altas
puede ocasionar dafio al tejido vegetal por lo tanto este tipo de luz depende de factores

como la dosis y tiempo.

Tabla 6. Evaluacién del tratamiento de irradiacion de luz UV-Cy luz azul y su influencia en la capacidad

antioxidante.

Tiempo de | Fenoles Capacidad
radiacion totales antioxidante
(minutos) [MgGAE/10 | mg/Trolox/100

Luz UV-C
0 50.44 138.76
5 65.72 155.36
10 72.93 167.24
Luz azul
15 73.72 180.41
20 64.62 152.46
30 62.01 146.94
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7.2. Determinacion de compuestos fendlicos totales

En la Figura 3 se muestran los resultados de compuestos fendlicos totales de las plantulas
de jitomate, se observan los 6 diferentes tiempos de tratamiento de la luz UV-C y luz azul
siendo el tiempo de 15 minutos el que presenta mayor cantidad de compuestos fendlicos
con irradiacion de luz azul, este tipo de luz es capaz de estimular los criptocromos

aumentado compuestos fendlicos segun lo que refiere Avila et al., (2016).
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Figura 3. Evaluaciéon de diferentes dosis de irradiaciéon de luz UV-C y

luz azul plantulas de jitomate y su efecto en los compuestos fendlicos totales.

7.3. Capacidad antioxidante
En la Figura 4 se muestran los resultados de la prueba de capacidad antioxidante por el
método de DPPH.
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Figura 4. Evaluacion de diferentes dosis de irradiacion de luz UV-C y luz azul en

plantulas de jitomate y su efecto en la capacidad antioxidante.
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Se observa en la Figura 4 los tratamientos de capacidad antioxidante en plantulas de
jitomate con irradiacion de luz UV-C y luz azul presentando un incremento de capacidad
antioxidante en comparacion con compuestos fendlicos totales de acuerdo al analisis de
relacion de Pearson (0.841) indica una relacidn positiva entre las 2 variables a medida que
la capacidad antioxidante aumenta el contenido de fenoles totales también va aumentando
mostrando una correlacién significativa. Sin embargo el incremento de metabolitos
secundarios se refleja en el tiempo de 15 minutos con capacidad antioxidante y con
irradiacion de luz azul, el pardmetro de tiempo y tipo de luz es clave para los siguientes
estudios porque nos sefiala las condiciones Gptimas para estimular los fotorreceptores que
inducen la produccion de compuestos antioxidantes, la activacion de enzimas antioxidantes
como la fenilalanina amonio-liasa (PAL) (Avila et al., 2016).

7.4. Cuantificacion del efecto de la adicién de luz azul y metales pesados sobre la
capacidad antioxidante de las plantulas de jitomate
En la Figura 5 se observan los resultados de los tratamientos de las plantulas irradiadas con

luces azules y contaminadas con metales pesados (Pb, Cr, Cd).
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Figura 5. Capacidad antioxidante de plantulas de jitomate irradiadas

con luz azul y contaminadas con metales pesados.

Se observa en la Figura 5 que el tratamiento que presentd mayor capacidad antioxidante fue
el 5 (p<0.05). Este tratamiento fue irradiado Unicamente con luz azul. El tratamiento 2 fue
contaminado con cadmio y sin aplicacion de luz azul mostrando un bajo nivel de

compuestos antioxidantes de acuerdo a Prieto et al., (2009) el estrés producido por el
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cadmio a las plantulas de jitomate ocasionan inhibicion de la fotosintesis dafiando el tejido

vegetal.

7.5. Cuantificacion del efecto de la adicion de luz azul y metales pesados sobre los
compuestos fendlicos totales de las plantulas de jitomate

En la Figura 6 se aprecia el comportamiento de los compuestos fendlicos de los 8
tratamientos sometidos algunos a irradiacion de luz azul y adicién de metales como plomo,

cromo y cadmio.
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Figura 6. Comparacion de compuestos fendlicos totales de plantulas de

jitomate irradiadas con luz azul y contaminadas de metales pesados.

Se observa que el tratamiento que tuvo un aumento de compuestos fendlicos fue el 4, con
contaminacion de plomo y sin aplicacion de luz azul respondiendo al estrés abiotico con los
compuestos fendlicos propios de las plantulas de jitomate.

En el tratamiento 2 se aprecia el valor mas bajo de compuestos fendlicos debido
principalmente a que estos se encuentran en niveles altos en el fruto de la planta de
jitomate (Steward et al., 2000) y a la intoxicacion de las plantulas por cadmio que inhibe la

accion enzimatica y la fotosintesis.

7.6. Medicion de los metales presentes en las plantulas de jitomate

En la Tabla 7 se muestran los tratamientos de plantulas de jitomate irradiadas con luz azul y
adicionadas con metales pesados asi como el resultado de cada uno de los tratamientos
después de este proceso y la respuesta que tuvieron las plantulas al ser expuestas a estos

factores de estrés abidtico.
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Tabla 7. Comparacién de los 8 tratamientos de plantulas irradiadas de luz azul y contaminadas con metales

pesados y su respectivo factor de bioconcentracion.

Concentracion de
Metal metales pesados *Factor de
Muestra | Tratamiento pesado en plantas (mg/L) | Bioconcentracién
1 Control Ninguno Ninguno 0.0043
2 Control Cadmio 0.14 0.0002
3 Control Cromo 0.28 0.0037
4 Control Plomo 0.17 0.0023
5 Luz azul Ninguno Ninguno 0.0051
6 Luz azul Cadmio 0.014 0.0002
7 Luz azul Cromo 0.28 0.0037
8 Luz azul Plomo 0.17 0.0023

* Determina la eficiencia con la que las plantas acumulan metales del suelo en sus tejidos. Valores mayores a

1 indican que la planta tiene capacidad de bio acumular el metal.

La concentracion de las soluciones de Pb, Cr y Cd en riego fue de 75 mg/L. Se observa que
la concentracion de metales pesados medidos por absorcion atomica fue diferente para cada
tratamiento encontrando plomo y cadmio en los limites permisibles de acuerdo a la
normatividad mexicana (ver Tabla 8) mientras que el cromo presentd valores altos en
comparacion con los otros 2 metales, se sabe que los efectos negativos del cromo en plantas
es la degradacion de la estructura de los cloroplastos que son los encargados de tomar la luz
solar y utilizarla para hacer alimento para la planta, también llevan a cabo procesos
metabdlicos como la sintesis de metabolitos secundarios. Es importante sefialar que el
cromo también se puede encontrar en tuberias de agua desgastadas coadyuvando a generar
un aumento de contaminacion y un bajo nivel de antioxidantes. Sin embargo en la Tabla 8
los valores reportados para cromo son permisibles de acuerdo a NOM-001-ECOL-1996 y a

las normas internacionales (EPA).
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Tabla 8. Comparacion de la normatividad mexicana e internacional de los

resultados de la concentracién en plomo, cromo y cadmio encontrados en plantulas de jitomate.

Limites permisibles Limites

(NOM-001-ECOL- | permisibles
Metal |Concentracion 1996) (mg/L) EPA
Plomo 0.2375* 10 50-300
Cromo 0.28 1 NA
Cadmio 0.01 0.1 400

*Desviacion estandar n=8 (0.08207) para plomo

Yadav et al., (2018) sefiala que las plantas pueden adoptar distintas estrategias para
contrarrestar la toxicidad de metales pesados en su entorno; el factor de bio concentracion
indica que especies de plantas pueden ser consideradas acumuladoras, tolerantes o
exclusoras de los elementos de interés. Asi mismo las plantulas de jitomate entran en el
grupo de plantas exclusoras por los resultados de FBC<1 dado que las plantas exclusoras

bloquean el transporte del metal desde la raiz y la concentracién de FBC baja.

-34 -



8. CONCLUSIONES

Lo expuesto a lo largo de este trabajo permite a llegar a las siguientes conclusiones:

El efecto que tuvo la luz UV-C y luz azul en las plantulas de jitomate tuvo un
aumento en su capacidad antioxidante sin embargo la luz azul fue el tratamiento
mas eficiente para aumentar la sintesis de metabolitos secundarios.

Las plantas pueden adoptar distintas estrategias para contrarrestar la toxicidad de
metales pesados en su entorno cabe sefialar que las plantulas de jitomate mostraron
ser exclusoras es decir bloquean el transporte del metal desde la raiz.

Como se menciond anteriormente las plantulas mostraron una respuesta al estrés
abiotico causado por la luz azul siendo la capacidad antioxidante la que presento un
aumento de metabolitos secundarios en comparacion con los compuestos fendlicos
totales.

La contaminacion de los metales Pb, Cr y Cd en las plantulas de jitomate tuvo un
efecto toxico siendo el Cr el que tuvo una concentracion alta en las plantulas.

Sin embargo el tratamiento de luz azul que recibieron las plantulas ayudo a
optimizar su respuesta frente al estrés oxidativo de los metales pesados mediante el

incremento de su capacidad antioxidante.
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9. RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se recomienda:

e Extender esta investigacién a un mayor numero de repeticiones en cuanto al disefio
experimental para determinar asi mayores diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos.

e Realizar el cultivo de las plantulas de jitomate en condiciones de invernadero y
llevarlo hasta la obtencion del fruto para poder determinar la produccién de
metabolitos secundarios en raiz, tallo y fruto.

e Mejorar aspectos del disefio de sistema de iluminacion (lAmparas mas eficientes en
invernadero) controlando mejor el tiempo de exposicion.

e Realizar mas estudios quimicos tales como espectroscopicos (IR, RMN y UV), asi
como también PCR, etc. para tener mas informacién acerca de la respuesta
sistémica de las plantas y entender el mecanismo de reaccion para poder mejorar su

produccidn desde el punto de vista agronémico, quimico Yy funcional.
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