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Resumen

La prevalencia de la deficiencia de zinc en el mundo es un problema de salud publica, principalmente
en paises en desarrollo, la biofortificacién de cultivos mediante nanoparticulas de zinc podria ser un mé-
todo eficaz para reducir las deficiencias nutricionales en la poblacién deficitaria, ademas de incremen-
tar el rendimiento, mejora la calidad fitoquimica y comercial de los cultivos. En este sentido, el obje-
tivo de este trabajo fue evaluar la aplicacién foliar de nanoparticulas de 6xido de zinc (NPsZnO) sobre
la concentracién de Zn, compuestos fitoquimicos y acumulacion de biomasa en lechugas producidas hi-
dropdnicamente. Se evaluaron seis tratamientos (0; 1,5; 3,0; 3,5; 4,5; 6,0 y 7,5 mg L' NPsZnO) con cinco
repeticiones y tres aplicaciones bajo un disefio experimental completamente al azar. Se midieron va-
riables morfométricas y acumulaciéon de biomasa de las plantas (altura de la planta, diametro de la co-
rona, peso fresco y seco de raices y hojas, volumen y longitud de raices), asi como variables de calidad
fitoquimica como fenoles, flavonoides, capacidad antioxidante, vitamina C, clorofila, carotenoides y con-
tenido de zinc foliar. Los valores de las variables morfométricas, acumulaciéon de biomasa y concentra-
cion de zinc aumentaron proporcionalmente con el incremento de la concentracion aplicada de
NPsZnO. Este incremento se reflejé en un mayor tamafo, peso y calidad de las lechugas tratadas en com-
paracién con las no tratadas. También se observd que a mayor concentracién de NPsZnO aplicada ma-
yor aumento de la capacidad antioxidante y la vitamina C.
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Biofortification with zinc oxide nanoparticles via foliar increases biomass accumulation and lettuce
phytochemical quality

Abstract

The prevalence of zinc deficiency in the world is a public health problem, mainly in developing coun-
tries; the biofortification of crops using zinc nanoparticles could be an effective method to reduce nu-
tritional deficiencies in the deficient population, in addition to increasing yield, improving the phyto-
chemical and commercial quality of crops. In this sense, this work aimed to evaluate the foliar application
of zinc oxide nanoparticles (ZNONPs) on the concentration of Zn, phytochemical compounds, and bio-
mass accumulation in hydroponically produced lettuce. Six treatments (0, 1.5, 3.0, 3.5, 4.5, 6.0, and
7.5 mg L' ZnONPs) were evaluated with five repetitions and three applications under a completely ran-
domized experimental design. Morphometric variables and plant biomass accumulation were measu-
red (plant height, crown diameter, fresh and dry weight of roots and leaves, root volume and length),
as well as phytochemical quality variables such as phenols, flavonoids, capacity antioxidant, vitamin C,
chlorophyll, carotenoids, and leaf zinc content. The dimensions of the morphometric variables, biomass
accumulation, and zinc concentration increased proportionally with the increase in the concentration
of ZnONPs applied. This increase was reflected in the greater size, weight, and quality of the treated
lettuces compared to the untreated ones. It was also observed that a higher concentration of ZnONPs
applied greater the increase in antioxidant capacity and vitamin C.

Keywords: Lactuca sativa L., fresh and dry biomass, phenolics compounds, flavonoids, carotenoids, chlo-
rophyll.

Introduccién Tradicionalmente la nutricién vegetal se ha
complementado a través de la fertilizacion
foliar (Fernandez y Eichert, 2009; Bindraban
etal.,, 2015), e implica absorcién, penetracion

tanto estomatica como cuticular ademas de

El zinc (Zn) es un micronutriente necesario
porque participa en una serie de procesos
metabodlicos durante el desarrollo de las

plantas. El Zn es un nutrimento esencial en la
sintesis de triptéofano (Brown et al., 1993;
Alloway, 2008), precursor de la biosintesis
de auxinas (Tsonev y Cebola-Lidon, 2012) y
como cofactor en la estructura y funcién de
numerosas proteinas (Broadley et al., 2007).

La enmienda con Zn directamente al suelo o
impregnacién de semillas son métodos de
aplicacion comunmente usados, sin embargo,
este elemento se inmoviliza facilmente en el
suelo tornandolo mayoritariamente insolu-
ble y no fitodisponible (Broadley et al., 2007).
Por lo tanto, los fertilizantes tradicionales se
desperdician y contribuyen a la contamina-
cién. Esto nos obliga a explorar enfoques no-
vedosos para garantizar la aplicaciéon ade-
cuada de fertilizantes en la dosis, momento
correcto, y de manera disponible, sin causar
problemas ambientales (Mathpal et al., 2015).

la difusién dentro de la hoja; finalmente, los
nutrientes se translocan a los érganos diana
para realizar su funcién (Fernandez et al,
2015). La fertilizacion foliar puede aumentar
la absorcién de nutrientes de forma mas ra-
piday eficiente, minimizando el impacto am-
biental con el potencial beneficio en la salud
del consumidor (Otalora et al., 2018). La fer-
tilizacion foliar es la forma mas eficaz de au-
mentar las concentraciones de Zn en los te-
jidos vegetales (White y Broadley, 2011).

Sin embargo, la fertilizacién foliar tiene el
desafio de atravesar la cuticula y los estomas,
posteriormente es transportada via apoplas-
to a los érganos diana, pero debido al tama-
Ao de las particulas y la inmovilizacién pro-
voca la formacién de compuestos insolubles
de algunos micronutrientes (Niu et al., 2021).
Actualmente, el uso de nanoparticulas en la
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produccion agricola como los nanofertili-
zantes foliares (Subramanian et al., 2015)
son una opcion viable que proporciona be-
neficios directos de manera controlada, re-
duce el riesgo de fitotoxicidad (Mahapatra et
al., 2022) y ademas toma ventaja sobre los
fertilizantes foliares convencionales debido
al tamano de los solutos que superan el dia-
metro de los poros de los estomas, dificul-
tando la absorcién y movimiento de los mi-
cronutrientes (Kardos et al., 2015), y su
aplicacion en la agricultura tiene el potencial
de lograr un equilibrio y alimentos altamente
nutritivos (Zia-Butt y Naseer, 2020).

Desde un punto de vista nutricional, el Zn
tiene un papel muy importante en la salud
humana. En este sentido la falta de Zn puede
provocar un deterioro del sistema inmuno-
I6gico, menor crecimiento de los nifos y pro-
blemas de fertilidad (Levenson y Morris,
2011). Actualmente, la deficiencia de Zn es
un problema global, especialmente en los
paises emergentes (Maxfield, 2022). Por este
motivo, la suplementaciéon con zinc podria
ayudar a combatir tales deficiencias (Gac et
al., 2021). El uso de nanoparticulas (NP) hi-
bridas organico-metalicas para mejorar el
contenido de Zn en las plantas (Bouis y Saltz-
man, 2017) conocido como biofortificacién
podria ser una alternativa para minimizar el
déficit de Zn en la poblacién vulnerable.

La biofortificaciéon de los cultivos utilizando
nanoparticulas (NP) proporciona una opcién
econémica para abordar los problemas de
deficiencia de micronutrientes (Younas et al.,
2023), a corto plazo puede mejorar la com-
posiciéon mineral de los alimentos (Bouis,
2007), especialmente hortalizas de hoja
verde como la lechuga, cuya susceptibilidad
a la biofortificacién se ha demostrado con re-
sultados positivos, con el extra de mejorar la
calidad fitoquimica al estimular la biosintesis
de compuestos que conforman el sistema an-
tioxidante de los vegetales (Fortis-Hernan-
dez et al., 2022).

Debido a lo anterior, este trabajo tiene como
objetivo evaluar el efecto sobre la acumulacién
de biomasa, incremento en la concentracién
de fitoquimicos y cuantificar la concentracion
de Zn en hojas de lechuga tratadas con
NPsZnO como biofortificante y producidas
bajo un sistema hidropénico.

Material y métodos

Lugar del experimento, material vegetal
y tratamientos

El experimento se llevé a cabo durante la
estacion otofio-invierno dentro de una es-
tructura tipo invernadero provisto de una
malla antidfidos de color blanco con una al-
tura de 2,50 m ubicada en el municipio de To-
rreén, Coahuila, México entre las coordena-
das 25°36' 37" LNy 103° 22" 33" LWy 1150 m
s.n.m. Las condiciones internas de humedad
relativa y temperatura interna fueron del
70 % y 22 °C, respectivamente. En un sistema
hidropénico provisto de una tuberia de PVC
(Policloruro de Vinilo) de 3 pulgadas de dia-
metro colocada en pendiente del 10 % y se-
paraciones entre orificios de 20 cm se colo-
caron plantulas de lechuga.

Semillas de lechuga “romana” (Lactuca sa-
tiva L.) tipo hoja verde (Verde Vita®) de ciclo
medio (80 a 90 dias) se sembraron en foami
agricola (espuma fendlica). Cuando las plan-
tulas presentaron de 6 a 7 hojas verdaderas se
trasplantaron, colocando una planta en cada
cavidad de los tubos de PVC. Las necesidades
nutricionales de las lechugas se cubrieron con
la solucién nutritiva de Steiner (1961), adap-
tando las cantidades a los requerimientos
segun el estado fenolégico, con un pH que os-
cilaba entre 5,5-6 y una conductividad eléc-
trica de 1,5-2,0 dS m~'. Brevemente, la solu-
cién de Steiner modificada se prepardé con la
siguiente formulacion: I) cationes (mmol L™):
Ca?* (1,49); Mg?* (106); K* (11,55). II) cationes
(g L") Fe (0,005); Mn (0,0025); Zn (0,0005); B
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(0,0005); Cu (0,0025); Mg (0,003) y Mo (0,0005);
y lll) aniones (mmol L™): NO; (11,95); H2P042‘
(1,02); SO42‘ (1,2).

Las NPsZnO se produjeron segun la metodo-
logia modificada de Ramirez-Barrén et al.
(2019). Brevemente, se calenté una solucion
de acetato de zinc (CH,CO,),Zn disuelto en
etanol hasta 80 °C durante 3 h en un reactor.
Posteriormente se vertié una solucién de
NaOH y se mantuvo en agitacién durante 1 h
para precipitar las nanoparticulas. El material
decantado se lavd con agua destilada varias
veces para determinar el tamafo de particu-

la y caracterizaron mediante microscopia elec-
tronica de transmision (MET). El tamano de
las NPsZnO oscil6 entre 20 y 60 nm, con una
pureza del 97 %, un color blanco y una forma
estructural hemisférica y poligonal.

Las NPsZnO se mezclaron con surfactante no
ionico INEX-A, considerando los seis trata-
mientos y cinco réplicas (Tabla 1). Las NPsZnO
se aplicaron inicialmente 15 dias después del
trasplante y posteriormente cada 15 dias du-
rante la mafnana, con un pulverizador equi-
pado con una boquilla con un chorro de
0,14 mL por inyeccion.

Tabla 1. Concentracién de NPsZnO aplicada en lechugas producidas bajo un sistema hidropénico.
Table 1. Concentration of NPsZnO applied to lettuce produced under a hydroponic system.

Tratamientos NPsZnO Nu_mer'o de Concentraciéon acumulada
(mg L") aplicaciones (mg L")
TO (Testigo) H,0 3 0,0
T1 1,5 3 4,5
T2 3,0 3 9,0
T3 4,5 3 13,5
T4 6,0 3 18,0
T5 7,5 3 22,5

Para las determinaciones de las variables se
cosecharon cinco plantas por tratamiento a
las que se le midié la altura de planta (AP),
diametro de corona (DC), volumen (VR) y lon-
gitud de raices (LR), ademas de la acumula-
cién de biomasa vegetal por medio del peso
fresco (PFC) y seco de cabeza (PSC), peso
fresco (PFR) y seco de la raiz (PSR); dentro de
los parametros fisiologicos se analizaron el in-
dice de cosecha (IC), coeficiente alometria
(raiz-brote) (CA), clorofila total, ay b (CIT, Cla
y Clb) y carotenoides totales (CarT); mientras
que la calidad fitoquimica se evalué por me-

dio de la acumulacion de compuestos fenéli-
cos y flavonoides totales, zinc, vitamina Cy
capacidad antioxidante en el tejido vegetal.

Morfometria vegetal: Altura de planta (AP),
diametro de corona (DC), volumen
de raices (VR) y longitud (LR)

En lechugas cosechadas, se tomaron mues-
tras de las hojas mas internas para medir la
AP. La lectura se tomé desde el cuello de la
raiz hasta el pice de la hoja, con una regla
(Maped Colleged®, México) graduada en
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centimetros (cm). Se utilizdé una cinta mé-
trica adaptada para medir el DC (cm) en cada
una de las réplicas evaluadas.

En el momento de la cosecha, las raices se
cortaron y se midieron desde el cuello de la
raiz hasta la cofia con una cinta métrica gra-
duada (cm). El VR se evalué por el método
del desplazamiento (mL).

Acumulacion de biomasa vegetal y
parametros fisiolégicos: Peso fresco

de cabeza (PFC) y seco (PSC), peso fresco
de raiz (PFR) y peso seco (PSR), indice

de cosecha (IC) y coeficiente alométrico
raiz-brote (CA)

En lechuga cosechadas, el peso fresco (PFC) y el
peso seco (PSC) de la cabeza, el peso fresco
(PFR) y el peso seco de la raiz (PSR) se midieron
en una balanza digital (Truper base-5EP mo-
delo 3V cc). Luego de determinar el peso
fresco, las hojas y raices se secaron en estufa
(Memmert Maca modelo W02WVU), durante
24 h a 75 °C. El indice de cosecha (IC) se deter-
mind con la ecuacion (Abdel-Aziz et al., 2016):

_ PSC + PSR
~ PSC x 100
Mientras que el coeficiente de alometria raiz-

brote (CA) se calculé mediante la ecuacién
(Poorter et al., 2012):

IC [1]

_ PSR

=— [2]
PSC

CA

Fitoquimicos: Contenido total de clorofila
(CIT), clorofila a (Cla) y clorofila b (Cilb)

El contenido de clorofila se analizé segun el
método modificado de Liu et al. (2013). Bre-
vemente, se homogeneizaron 0,5 g de tejido
fresco de las hojas mas internas en 10 mL de
etanol frio al 95 % (J.T. Baker). El homogeni-

zado se centrifugé (Thermo Scientific SR 8) a
15009 durante 20 min. Posteriormente, al so-
brenadante se le midio la absorbancia con un
espectrometro (Hach 6500, Alemania) a 665
(A665) y 649 (A649) nm. El contenido de clo-
rofila se calculé usando la siguiente férmula:

Cla = (1395A)665 — (6,88A)649
Clo = (24,95A)649 — (7,32A)665  [3]
CT = Cla + Clb

Contenido de Cl (mg g~' pf) =

_ar (mL)*(factor de dilucién)

(4]
peso fresco (g)

Contenido total de carotenoides (Tcar)

Los carotenoides totales se determinaron me-
diante el método modificado de De Carvalho
et al. (2012). Brevemente, en 25 mL de ace-
tona fria se molieron 15 g de muestra fresca
hasta obtener una pasta homogénea, poste-
riormente se filtré y se le afadié 40 mL de
éter de petréleo (J.T. Baker). En un embudo
de separacion se descarté la fase acuosa,
mientras que 50 mL de la fase orgénica se
pasé a través de 15 g de sulfato de sodio an-
hidro (Sigma Aldrich) en un embudo con pa-
pel filtro (Whatman No 4). El residuo obte-
nido se ley6 en un espectrofotometro (Hach
6500, Alemania) a una longitud de onda
450 nm. El contenido de Tcar se calculé utili-
zando la siguiente férmula:

(A x V (mL)x 104)

5
CExP(g) =

Tcar (,ug g"pf) =

Donde A = Absorbancia; V = Volumen total
de extracto; P = peso fresco de la muestra; CE
1 cm (1 %) = 2592 (coeficiente de extincion
del B-caroteno en éter de petrdleo).
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Concentracion de zinc en tejido vegetal

Se utilizo la técnica de McKean (1993) con li-
geras modificaciones. Para la determinacion
del contenido de zinc en hojas internas de le-
chuga muestreadas se trituraron 3 g de
muestra de tejido vegetal seco (se incluyeron
dos blancos y una muestra de referencia).
Los crisoles con la muestra se colocaron en
una mufla a 600 °C durante 4 hy luego se en-
friaron a temperatura ambiente. Las cenizas
enfriadas se mezclaron y digirieron con
10 mL de HCL (J.T. Baker). Posteriormente, las
cenizas digeridas se filtraron a través de pa-
pel de filtro (Whatman No. 4). Las cenizas
fueron lavadas y la concentracién de zinc se
determin6é mediante absorcion atémica en
un equipo GBC XplorAA. Se realizé una curva
estandar preparada con ZnO. Los resultados
se expresaron en ug ZnO g~ pf.

Extraccion de compuestos, contenido
de compuestos fendlicos totales, contenido
de flavonoides totales

Para obtener los extractos, se molieron 1,5 g
de muestras frescas con 10 mL de etanol
acuoso al 80 % (v/v) y se agitaron (agitador
rotatorio, ATR Inc., EE. UU.) durante 24 h a
20 rpm a 5 °C. Los extractos se centrifugaron
a 3000 rpm durante 5 miny se tomé 1 mL de
cada sobrenadante para desarrollar la reac-
cion colorimétrica.

Los compuestos fendlicos se determinaron
utilizando el método de Folin-Ciocalteu mo-
dificado (Singleton y Rossi, 1965). Una mez-
cla de 1,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu
(Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA) diluido
(1:1), 270 pL de agua destilada y 30 pL del ex-

mL de 2,6 —Dicloroindofenol sédico)(0,0SS)(vqumen totaI)(lOO)

tracto se dejoé reaccionar durante 5 min en
oscuridad a temperatura ambiente. Poste-
riormente se detuvo la reaccion con 1,2 mL
de Na,CO, (7,5 % p/v). La absorbancia de la
disolucién fue medida a una longitud de
onda de 765 nm en un espectrofotometro UV
(Genesys 10). Los resultados se registraron
en mg de acido galico 100 g~' PF utilizando
una curva de calibracién (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.).

Se utilizé la técnica de Lamaison y Carnet
(1990) con ligeras modificaciones para deter-
minar el contenido total de flavonoides. Bre-
vemente, en un pool de disoluciones se mez-
claron 250 pL de extracto etandlico; 1,25 mL
de agua destilada y 75 pL de NaNO, al 5 %.
Después de 5 min, se vertieron 150 pL de
AICI-H,0 (10 %). Después de 10 min, se de-
tuvo la reaccion agregando 500 pyL de NaOH
1 My 2,75 mL de agua destilada. La absor-
bancia se midié en un espectrofotémetro UV
(Genesys 10) a 510 nm de longitud de onda.
Se realiz6é una curva estandar preparada con
quercetina. Los resultados se expresaron en
mg de quercetina por 100 g~ PF.

Contenido de vitamina C

El contenido de vitamina C en las hojas in-
ternas de lechuga se determiné mediante el
método de titulacion (Padayatty et al., 2003).
Se trituraron muestras frescas de 10 g con
10 mL de acido clorhidrico al 2 %. Después de
eso, las muestras se filtraron y se dividieron
en alicuotas con 100 mL de agua destilada. Se
titulé una alicuota de 10 mL con 2,6-dicloro-
fenolindofenol 0.001 mN (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EE. UU.) y se calcul6 el con-
tenido de vitamina C con la férmula:

Vit C (mg 100 g"'PF) = (

(6]

(volumen aIicuota)(peso fresco de la muestra)
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Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se evalué con el
método de Brand-Williams et al. (1995) con
ligeras modificaciones. Se preparé una diso-
luciéon de DPPH* (Aldrich, St. Louis, MO, EE.
UU.) y se ajusté a una longitud de onda de
515 nm.

Durante 30 min una disolucién con 50 pL de
extracto y 1950 pL de disoluciéon de DPPH se
dejoé reaccionar. La absorbancia de la mezcla
se midié a 517 nm con un espectrofotdmetro
UV (Genesys 10). Los resultados se reportaron
como capacidad antioxidante equivalente en
UM equivalente de Trolox 100 g~' de peso
fresco calculado a partir de la curva estandar
de trolox (Aldrich, St. Louis, Missouri, EE. UU.).

Analisis estadistico

El anélisis de varianza (ANOVA) de los datos
se analiz6 bajo un disefio completamente al
azar con seis tratamientos y cinco repeticio-
nes y las medias se compararon mediante el
método DMS (p <0,05) y se analizaron con el
software estadistico SAS versiéon 9.3 (2009).

Resultados y discusion

El Zn es un elemento que desempefia dife-
rentes funciones en el metabolismo de las
plantas a través de diversos mecanismos. Por
tanto, la fertilizacién con Zn, utilizando prin-
cipalmente NPsZnO, provoca efectos benéfi-
cos en diferentes especies de plantas, lo cual
esta bien documentado (Sharifan et al,, 2019;
Fortis-Hernandez et al., 2022; Szerement et
al., 2022). En el presente trabajo se verifica-
ron los beneficios de las NPsZnO sobre dife-
rentes variables morfométricas y de acumu-
lacién de biomasa de las lechugas producidas
bajo un sistema hidropénico, debido al au-
mento de tamafo, rendimiento de biomasa
de la cabeza y la raiz de lechuga. Los benefi-
cios también se extienden al incremento de
compuestos fitoquimicos.

Morfometria vegetal: Altura de planta (AP),
diametro de corona (DC), volumen (VR)
y longitud de raices (LR)

La Tabla 2 muestra las comparaciones de me-
dias de AP, DC, VR y LR. Las aplicaciones de
NPsZnO a diferentes niveles mostraron dife-

Tabla 2. Medias y desviacion estandar de las variables morfométricas de lechugas tratadas con NPsZnO

producidas bajo un sistema hidropénico.

Table 2. Means and standard deviation on the morphometric variables of lettuces treated with ZnONPs

produced under a hydroponic system.

Tratamientos Altura de planta Diametro de la Volumen de Longitud de raiz
NPsZnO (AP) corona (DC) raiz (VR) (LR)

(mg L") (cm) (cm) (cm3) (cm)

TO 20,70 = 0,83ab’ 22,21 + 1,86¢ 154,00 + 37,81b 46,80 + 5,84ab
T1 21,86 = 1,32ab 31,89 + 4,71ab 176,03 + 50,29ab 53,80 + 11,17a
T2 19,84 + 1,01b 26,15 £ 5,71bc 164,02 + 37,81ab 36,00 + 7,24b
T3 22,70 = 1,62ab 31,44 + 4,53ab 190,00 = 41,23ab 48,00 + 2,34ab
T4 23,56 = 1,71a 31,95 + 2,62ab 206,00 + 19,49a 46,00 + 6,55ab
T5 22,70 = 2,70ab 29,79 +5,01ab 170,00 + 41,24ab 46,00 + 6,81ab

"Medias con diferente literal en la misma columna son estadisticamente diferentes (DMS, p < 0,05).
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rencias estadisticamente significativas (p <
0,05) en cada variable de la morfometria de
la planta. Los tratamientos con NPsZnO re-
portaron los valores mas altos en DC y VR,
mientras que en AP y LR solo T2 fue inferior
a T0. LR mostré un comportamiento irregu-
lar con una diferencia del 13,02 % entre los
valores mas altos (T1) y los mas bajos (TO, T4
y T5). En cambio, T4 mostré un 15 % en APy
30 % en VR y DC mayor que TO.

Acumulacion de biomasa vegetal y
variables fisioldgicas: Peso fresco (PFC)

y peso seco de la cabeza (PSC), peso fresco
(PFR) y peso seco de la raiz (PSR), indice
de cosecha (IC) y coeficiente alométrico
raiz-brote (CA)

Los resultados fueron estadisticamente dife-
rentes (p < 0,05), los tratamientos con NPsZnO
tuvieron valores superiores a TO en cada una
de las variables, especificamente en los tra-
tamientos con mayores concentraciones de
NPsZnO. En la variable PFC la diferencia fue
mas evidente porque T3y T4 superaron a TO
en mas del 100 %. El tratamiento T4 resulté
en los valores mas altos de PFCy PSC de 885
y 43,43 g, respectivamente. Mientras que el
T3 presentd pesos de 192,88 g de PFRy 13,23 g
de PSR. El mayor valor de CA lo obtuvo TO con
0,39 %, mientras que los tratamientos con
NPsZnO fluctuaron entre 0,29 % y 0,33 %);
por el contrario, el valor de IC para TO fue el
mas bajo con 72 % y los tratamientos con
NPsZnO oscilaron entre 75y 77 % (Tabla 3).

Los resultados demostraron que los valores
de APy DC superaron a los del mercado es-
tandar (Pereira et al., 2023), mientras que
los valores de VR y LR coincidieron con los re-
portados por Cometti et al. (2013) que apli-
caron diferentes soluciones nutritivas enri-
quecidas con Zn.

En este sentido, los resultados de morfome-
tria y acumulaciéon de biomasa vegetal con-
cuerdan con los trabajos en los que se ha su-

Tabla 3. Medias y desviacién estandar de acumulacion de biomasa de lechugas tratadas con NPsZnO producidas bajo un sistema hi-

dropénico.

Table 3. Means and standard deviation on the accumulation of lettuce biomass treated with ZnONPs produced under a hydroponic system.

Ic

CA?

Peso seco de
la raiz (PSR)

Peso fresco de
la raiz (PFR)

Peso seco de la

Peso fresco de la

Tratamientos
NPsZnO

(mg L™

TO

cabeza (PSC)

cabeza (PFC)

(%)

(9)

8,62 + 1,5a
11,25 + 2,5a

(9)

(9)
121,52 + 11,4b

22,14 £ 4,5b

(9)

365,8 + 63,8c'

72
77
77
76
77
75

0,39
0,29

164,70 + 36,5ab

37,65 £ 19,9ab

662,4 + 197,9ab
563,4 + 278,5bc
781,1 = 158,3ab

885,0 + 78,4a

T1

0,29
0,32

9,18 £ 2,6a
13,23 £3,9a
12,72 £ 3,6a
11,37 £ 4,2a

142,36 + 35,8ab

31,37 £ 14,6ab
41,57 + 11,7ab
43,43 £ 9,6a

T2

192,88 + 30,4ab
188,88 + 30,3a

T3

0,29
0,33

T4

351

156,00 + 39,2ab

33,65+ 3,1ab

669,0 = 201,0ab

T5

"Medias con diferente literal en la misma columna son estadisticamente diferentes (DMS, p < 0,05). 2Coeficiente de alometria. 3Indice

de cosecha.
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plementado Zn en diferentes niveles, formas
y momentos tanto en lechuga (Liu et al.,
2016; Fortis-Hernandez et al., 2022), como en
frijol mungo y garbanzo (Mahajan et al.,
2011), arroz (Lal Regar et al., 2022) y maiz
(Subbaiah et al., 2016), con la ventaja de me-
nores concentraciones de Zn en forma de
NPsZnO y mayor eficiencia en la asimilacién
y transporte (Shukla et al., 2016) sin riesgo fi-
totéxico (Reddy et al., 2016).

Lo anterior podria llevar a la participacion del
Zn, asi como un precursor de la sintesis de
aminodcidos (triptéfano) y jugar un papel
indirecto en la sintesis de auxinas (Mustafa et
al., 2018), fitohormona que estimula la divi-
sion y elongacion celular, al igual que en la
fotosintesis en fase enzimatica y en el meta-
bolismo de carbohidratos (Ahmed et al.,
2021), ademas de la sintesis de proteinas y
acidos nucleicos requerida por el tejido me-
ristematico (Gondal et al., 2021), asi como el
mantenimiento de la integridad de las mem-
branas celulares (Khalid et al., 2019), que en su
conjunto participa en el desencadenamiento
del crecimiento mediante la acumulacion de
biomasa. La estimulacion de NPsZnO sobre la
acumulacion de biomasa tuvo un efecto to-
pico, pero no exclusivo ya que las raices tam-
bién se beneficiaron, aunque en menor me-
dida. El IC de las lechugas tratadas con
NPsZnO fue entre un 2 y un 5 % mayor que
el tratamiento control (Tabla 2), un beneficio
demostrado por Haider et al. (2020) en frijol
mungo y en maiz (Wasaya et al.,, 2017)
cuando se aplicé Zn via foliar en dosisde 1y
5 %, respectivamente. Asimismo, el valor CA
de TO fue menor de 0,06 a 0,1 % respecto a
los tratamientos. Moshfeghi et al. (2019)
también reportaron que la cebada bioforti-
ficada con NPsZnO con y sin micorrizas dis-
minuy6 el CA debido al mayor efecto del Zn
en la parte aérea que en las raices.

Fitoquimicos: Clorofila total (CIT),
clorofila a (Cla) y b (Clb), Contenido total
de carotenoides (CarT) y concentracion
de zinc en tejido vegetal

La concentracién de ZnONP aplicada influyo
en los contenidos de clorofila y caroteno en
las plantas de lechuga (Tabla 4). Hubo dife-
rencia significativa (p < 0,05) entre trata-
mientos en relaciéon con el contenido de CIT,
Cla, Clb, CarT y Zinc (Tabla 4).

Los contenidos de Cla y Clb mostraron un
comportamiento inusual, debido a que hubo
mayor contenido de Clb que de Cla (Tabla 4).
El rango de CIT encontrado en este estudio
estuvo entre 3,09 mg g' PF para TO y
4,02 mg g' PF para T5. CarT oscil6 entre 1,52
y 1,96 mg g~' PF para los tratamientos con TO
y NPsZnO, respectivamente. Las proporciones
Cla/Clb y CIT/CarT oscilaron entre 0,55 a 0,66
y 2,0 a 2,07, respectivamente sin una ten-
dencia clara en términos de la concentracién
de NPsZnO aplicada (Tabla 4).

Las NPsZnO afectaron positivamente el con-
tenido de Zn y se detectaron diferencias sig-
nificativas (p <0,05) (Tabla 4). La mayor con-
centracion de Zn se detect6 en las muestras
tratadas, que fluctuaron entre 0,76 (T1) y
5 % (T5) mas contenido que TO.

El efecto de la aplicacién de NPsZnO sobre los
contenidos de TCl, Cla y Clb depende de la
concentracion, el tamafno y la fuente de la
nanoparticula (Juarez-Maldonado et al.,
2019; Rivero-Montejo et al., 2021). Resulta-
dos de investigaciones previas muestran una
discrepancia respecto al efecto de las NPsZnO
sobre el contenido de clorofilas en las plan-
tas. Asi, mientras que algunos investigadores
encontraron que las NPsZnO estimulan la
biosintesis de clorofilas (Wang et al., 2016;
Garza-Alonso et al., 2023), otros informan
de que las NPsZnO inhiben su biosintesis (Hu-
sayn y Guda, 2023).



Tabla 4. Medias y desviacion estandar del contenido de clorofila total, a, b, carotenoides y Zn en lechugas tratadas con NPsZnO y pro-

ducidas bajo en lechugas cultivadas bajo un sistema hidropénico
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Contenido de fenoles totales, flavonoides,
vitamina C y capacidad antioxidante

El efecto de las aplicaciones de NPsZnO sobre el
contenido foliar de diferentes fitoquimicos se
muestra en la Figura 1. El analisis de varianza
muestra diferencias significativas (p < 0,05) en-
tre los tratamientos. TO tuvo los valores mas ba-
jos en cada una de las variables fitoquimicas,
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obteniendo valores de 159,10 mg GA 100 g~' PF;
106,9 mg QE 100 g~' PF; 9,1 mg vitamina C
100 g~' PF y 94 miliequivalentes de Trolox
100 g~' PF, respectivamente. Por el contrario,
observamos un aumento lineal en el contenido
de fitoquimicos con concentraciones crecientes
de NPsZnO como se demostré en T4 y T5
(204 mg GA 100 g~' PF, 151 mg QE 100 g~' PF).

(mg GA 100 g PF)

Contenito de compuestos fenélicos

Capacidad antioxidante
(milli eq. Trolox* 100 g'! PF)

TO

T1 T2 T3 T4
Tratamientos (mg L1)

TS

Contenido de flavonoides

9.60 - 2 D

9.50 b

)
k=]
Y
[=]
1
L]

9.30 1
9.20 -+
9.10 4
9.00 4

ed

Vitamina C
(mg 100 g'PF

8.90 4
8.80 -

TO T1 T2 T3 T4

Tratamientos (mg L)

TS5

Figura 1. Medias y desviaciéon estandar en el contenido de compuestos fendlicos totales (A), flavonoi-
des (B), capacidad antioxidante (C) y contenido de vitamina C (D) en lechugas tratadas con NPsZnO y

cultivadas bajo un sistema hidropdnico.

Figure 1. Means and standard deviation on the content of total phenolic compounds (A), flavonoids (B),
antioxidant capacity (C), and vitamin C content (D) in lettuces treated with ZnONPs and grown under

a hydroponic system.
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En el estudio actual, las NPsZnO aumentaron
la cantidad total de compuestos fenélicos,
flavonoides y vitamina C. Este resultado su-
giere que las nanoparticulas desencadenaron
genes de defensa y la produccion de especies
reactivas de oxigeno que estimulan las res-
puestas antioxidantes y el metabolismo se-
cundario (Javed et al., 2018; Ahmad et al,,
2020; Rivera-Gutiérrez et al., 2021).

El Zn acumulado en hojas de lechuga trata-
das pudo inducir una mayor capacidad an-
tioxidante debido al aumento de compuestos
fitoquimicos analizados y a una posible acti-
vacion del mecanismo de defensa enzimatico
(CAT, catalasa; SOD, superédxido dismutasa;
GSH-Px, glutatién peroxidasa) (Sida-Arreola
etal., 2017).

Conclusiones

La aplicacién de Zn en forma de NPsZnO via
foliar produjo diferencias significativas en el
tamano y acumulacién de biomasa de las le-
chugas tratadas; ademas independiente-
mente de la concentracién aplicada se pro-
dujo un incremento en la concentracién de
los compuestos fitoquimicos, vitamina Cy
capacidad de antioxidante, asi como la acu-
mulacion de Zn en el tejido foliar interno de
las lechugas siendo mas evidente en los tra-
tamientos con mayor concentracién de
NPsZnO, provocando el efecto de biofortifi-
cacion y mejora de la calidad nutricional.
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