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RESUMEN

En el presente estudio se evaluaron los efectos de las nanoparticulas de
oxido de zinc (NPszZnO) y nanoparticulas de plata (NPsAg) en la fisiologia de
semillas de Cucumis sativus L., las cuales se trataron por separado con
suspensiones de nanoparticulas a diferentes concentraciones (0, 50, 100 y 200 mg
L1). El tamafio de particula promedio fue de 25 nm para las NPsZnO y de 9 nm para
las NPsAg.

Los resultados obtenidos, mostraron que el tratamiento con NPsZnO
incrementd 5.2 veces mas el porcentaje de germinacién (100 + 0 %G) y 6.4 veces
(77.6 £ 3.25 %G) el porcentaje de vigor a la concentracién de 100 mg Lty 50 mg L-
1, comparado con el control (94.8 + 3.56 % G, 71.2 + 2.33 % VG), mientras que a
200 mg L disminuy6 el porcentaje de germinacién 14 veces (80.6 + 3 %G)
comparado con el control (94.8 + 3.56 %G), lo cual indica efecto toxico en las
plantulas debido al incremento en el contenido de prolina en vastago y raiz (39.98
+1.07 mg-g*; 20.37 £ 0.72 mg-g!) y una disminucién del 1.88 % en el contenido de
clorofila total. Ademas de inducir la capacidad enzimatica antioxidante mediante el
incremento de la actividad de CAT, APXy POD.

El tratamiento de NPsAg, a 100 mg L se obtuvo el mejor porcentaje de vigor
de germinacion al incrementar 7.2 % (85.60 + 2.04 %VG) con respecto del control
(78.40 £ 2.04 %VG), debido al aumento de la longitud de la raiz y del vastago 13y
5 veces respectivamente (17.14 + 0.34 cm; 7.21 £ 0.1 cm) con respecto del control
(4.67 £ 0.24cm; 5.42 = 0.21 cm). Ademas de incrementar el contenido de clorofila
3.53 veces (5.36 + 0.51 mg-g?). Sin embargo, presento un comportamiento similar
a las NPszZnO a 200 mg L al disminuir el porcentaje germinaciéon y vigor de
germinacién aproximadamente 6 veces (94 = 2.52 %G; 83.20 + 2.33%VG)
comparado con el control (100 %G; 78.40 + 2.04%VG), posiblemente a causa de un
efecto de toxicidad ya que se incremento la cantidad en prolina tanto en vastago
(29.85 + 0.61 mg-g') como en la parte radicular (22.71 + 0.7 mg-g%), 1.18 y 1.77
veces mayor respectivamente, al mismo tiempo que el contenido de clorofila total

disminuyd 2.55 veces (3.06 + 0.49 mg g!) con respecto al mejor tratamiento de 100



mg L-1 (5.61 £ 0.68 mg g), sin alcanzar los valores del control (1.83 + 0.07 mg g
1). Esta respuesta fue acomparfiada de la activacion enzimatica antioxidante de la
CAT y APX e inhibicion de la actividad de POD.

Los resultados de nuestro estudio demuestren que los mecanismos de
defensa de se activaron mediante la adicion de diferentes concentraciones de
nanoparticulas, pero por encima de 100 mg L™ estas tienen efectos fitotéxicos al ser

adicionadas a las semillas de Cucumis sativus. L.

Palabras clave: nanotecnologia, NPsZnO, NPsAg, estrés oxidativo.



INTRODUCCION

Innovar y generar tecnologia para producir alimento suficiente y de calidad
para alimentar a la poblacion mundial en rédpido crecimiento de los tiempos
modernos, siempre sera el mayor desafio (Lira-Saldivar et al., 2018). En los ultimos
afilos se ha reconocido el potencial de la nanotecnologia (NT) con el uso
nanomateriales en fertilizantes o nanopesticidas, en el manejo de nutrientes, mejora
genética, tratamientos de enfermedades y como promotores de crecimiento en

plantas (De la Rosa et al., 2017).

La NT, es considerada como una tecnologia, que se orienta al estudio,
disefio, creacidn, sintesis, manipulacion y aplicacion de materiales a través del
control de la materia a nano escala (Calle., 2010). A su vez la NT es un extenso
campo de la investigacion interdisciplinaria que en la actualidad esta teniendo un
gran auge, por medio de esta nueva tecnologia pueden hacerse modificaciones en
la composicion del alimento, en el control de su maduracion, en la estimaciéon de
vida util, etc. En la industrializacion de los alimentos es posible controlar el
empacado y el control de calidad de los productos para extender su vida util (Jaimes
etal., 2017). Servin et al., (2015) mencionan que las técnicas nanotecnologicas son
fundamentales para la produccién de alimentos y la seguridad alimentaria a nivel
mundial. En la actualidad la NT ha generado gran interés en el desarrollo de
productos de uso agricola como fertilizantes para aumentar el crecimiento y
rendimiento de la planta, pesticidas para combatir plagas y enfermedades, sensores
para monitorear la calidad del suelo y la sanidad de las plantas, como también el
tratamiento de las aguas y la produccion, elaboracién, conservacion y envasado

de los alimentos (Funez et al., 2016).

Es por eso que las inversiones en agricultura y alimentacion

nanotecnoldgica van en aumento, debido a que sus beneficios potenciales se



enfocan a mejorar la calidad e inocuidad de los insumos agricolas al ser utilizados

en menor volumen y promoviendo mejoras en la nutricion (Razzaqg et al., 2016).

La aparicion de la NT y el desarrollo de nuevos nanodispositivos y
nanomateriales abren nuevos potenciales para aplicaciones en la agricultura y la
biotecnologia. Las nanoparticulas (NPs) son materiales de tamafio hanométrico, las
cuales al ser utilizadas como agroquimicos podrian reducir el dafio a los tejidos de
la planta y disminuir la cantidad de productos quimicos liberados en el medio
ambiente (Srilatha, 2011). Las NPs metélicas han sido utilizadas en distintos
estudios para analizar sus efectos fisiolégicos que tienen sobre las plantas, asi
como su modo de accion a través de eventos bioquimicos que pueden llegar a
modificar la expresion génica en las plantas, ademas de las posibles interacciones

de estas con los patdgenos del suelo (Peralta y Volke, 2012).

El pepino (Cucumis sativus L., familia cucurbitaceae) es una planta herbacea
anual rastrera nativa de Asia y Africa, utilizada para la alimentacion humana desde
hace unos 3000 afios, se cultiva mundialmente con varios prop0sitos: para consumo
en fresco, industria del encurtido, e industria cosmética (Aguayo et al., 2018). Es
una hortaliza de alto impacto econémico por ser un producto de exportacién que se
cultiva y se consume en muchas regiones del mundo (Leopoldo, 2015). En México
la investigacion cientifica sobre la utilizacion de NPs en la agricultura es poca e
incipiente, estos materiales ofrecen incrementar la germinacion y el crecimiento de
las plantas, por ello el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de
nanoparticulas de o6xido de zinc y nanoparticulas de plata en la germinacion de
semillas de Cucumis sativus L. y asociar los cambios fisiolégicos ocurridos a la

induccion de estrés oxidativo por la aplicaciéon de los tratamientos.



HIPOTESIS

La aplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc y nanoparticulas de plata
estimularan la germinacion y el vigor de semillas Cucumis sativus L., mediante

estrés oxidativo.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto morfolégico y bioquimico causado por la aplicacion de
nanoparticulas de oOxido de zinc y nanoparticulas plata a semillas de pepino

(Cucumis sativus L).

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar el efecto de nanoparticulas de oOxido de zinc (NPszZnO) como
promotor del vigor y germinacion en semillas de Cucumis sativus L.

e Evaluar el efecto de nanoparticulas de plata (NPsAg) como promotor del
vigor y germinacion en semillas de Cucumis sativus L.

e Analizar los eventos bioquimicos asociados a estrés oxidativo debido a la
aplicacion de las nanoparticulas metalicas durante la germinacion de

semillas Cucumis sativus L.



1.- REVISION DE LITERATURA

1.1.- NANOTECNOLOGIA
La nanotecnologia (NT) es una nueva fuente emergente del campo de la

ciencia, una particula se define como un objeto pequefio que se comporta como una
unidad completa con respecto a su transporte y propiedades (Capaldi et al., 2015),
“nano” es un prefijo griego que significa diminuto, enano, pequefio. Este prefijo se
utiliza en el sistema internacional (Sl) de unidades para indicar un factor de 10° o
una mil millonésima parte de algo. Por lo tanto, un nanémetro es la millonésima
parte de un milimetro (Corbertt et al., 2000), entre las disciplinas que convergen en
ellas se encuentran la quimica, la fisica, la biologia, la medicina y la ingenieria, entre
otras (Mendoza-Uribe et al., 2007) [Figura 1].
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(2018).



Méndez-Argulello et al., (2015) sefiala que la NT es una de las mas relevantes
innovaciones cientificas, en muchos sentidos, la de mayor alcance en lo referente
al alta tecnologica para la agricultura y los alimentos frescos. La NT consiste en el
procesamiento atémico de los sistemas alimentarios, teniendo el potencial de
coadyuvar a mantener sistemas de produccién ecolégicamente amigables, por lo
gue esta revolucion diminuta se esta haciendo presente poco a poco en la
cotidianidad humana, ayudando a sentar las bases para el continuo desarrollo del

campo mexicano.

Cabe destacar que tiene la capacidad de impulsar el incremento de la
produccion de alimentos por medio de la agricultura sustentable, debido a que
permite usar agua, pesticidas y fertilizantes de forma mas eficiente y en menor
cantidad (Lira-Saldivar et al., 2017). En el sector agroalimentario esta herramienta
posibilita el desarrollo de productos y aplicaciones innovadoras: mejorar los colores,
sabores y textura, aumentar la biodisponibilidad de nutrientes, evitar el deterioro

microbiano de los alimentos envasados, etc. (De Arifio., 2018).

Las nanoparticulas pueden clasificarse segun su origen en: NPs de origen
natural y NPs de ingenieria. Estas ultimas pueden dividirse en 2 grupos: generadas
de forma involuntaria y de forma deliberada, estas ultimas producidas mediante las
llamadas nanotecnologias (Santana Baez et al., 2018). Las NPs pueden tener una
mayor reactividad quimica y ser mas bio-activas que las particulas mas grandes,
por su tamafio, tienen mejor acceso a cualquier cuerpo y tienen probabilidad de
entrar en células, tejidos y 6rganos. Estas propiedades ofrecen nuevas aplicaciones

en casi todas las areas de la industria (Zayago y Foladori, 2010).

Nufiez et al., (2018), reporta que debido al impacto que tiene la sintesis de
materiales a nanoescala en el medio ambiente; en la actualidad, se estadn buscando

nuevas alternativas para la obtencion de las NPs, que sean mas amigables con el



medio ambiente, proceso conocido como, sintesis verde o biosintesis; la sintesis
verde de NPs implica la utilizacion de sistemas bioldgicos como levaduras, hongos,
bacterias o extractos de plantas. Aouada y De Moura (2015), sefialan que, en los
ultimos afios, el uso de la Nanotecnologia ha aumentado ampliamente, puesto que
varios materiales nanoestructurados o con dimensiones nanométricas se han
utilizado como transporte en la liberacion controlada de productos quimicos debido

a su degradacion y baja toxicidad.

1.2.- LA NANOTECNOLOGIA EN LA AGRICULTURA
La agricultura, es la actividad basica por la cual los humanos viven y

sobreviven en la tierra, es el sector mas importante y estable, ya que produce y
proporciona materia prima para la industria de alimento y de piensos. Unos de los
propositos del uso de la nanotecnologia en la agricultura, es hacer frente a los
problemas de este sector, llevando a cabo aplicaciones especificas de
nanofertilizantes y nanoplaguicidas para aumentar la productividad del cultivo
evitando la contaminacion de suelos, aguas y ayudando en la proteccion contra
diferentes plagas de insectos y enfermedades microbianas (Figura 2) (Prasad et al.,
2017). La aplicacion de la NT en la agricultura son diversas, destacando
principalmente la elaboracion de pesticidas encapsulados para su liberacion
controlada, inhibicibn de microrganismos patdégenos, control de enfermedades,
transporte de fertilizantes, reguladores de crecimiento vegetal, liberacion lenta de
nutrientes, deteccibn de microrganismos benéficos, e incremento de vida

postcosecha, etc. (Medina-Pérez et al., 2018).

En este sentido, se destaca el papel de las nanoparticulas en la mejora de la
seguridad del suelo, los diferentes efectos sobre las plantas y la importancia de

estas nanoparticulas para la nutricion de las plantas (Shalaby et al., 2016).
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Figura 2. Aplicaciones potenciales de la nanotecnologia en la agricultura, incluyendo la fabricacion
de nanosensores, nanofertilizantes, nanopesticidas y nanoherbicidas. Tomada de: (Lira-Saldivar et
al., 2016).

Los diversos usos potenciales de la NT en la agricultura han creado un gran
interés, ya que ofrecen la posibilidad de mejorar la produccion agricola mediante
diversas estrategias que pueden incrementar la produccion de alimentos utilizando
menos insumos de energiay reduciendo los costos de produccion y los desperdicios
de agroquimicos (Servin y White., 2016). Es importante mencionar que el uso
excesivo de pesticidas y otros productos quimicos, ha provocado grandes
problemas en el medio ambiente, como la contaminacién, ademas de la formacion
de plagas y enfermedades resistentes a agroquimicos, asi como la pérdida

considerable de vegetacion (Lira-Saldivar et al., 2014)

Los avances nanotecnoldgicos presentados en el sector agricola se basan
en fertilizantes nanoestructurados que pueden aumentar la eficiencia en el uso de
nutrientes a través de mecanismos como la ejecucion selectiva, lenta o de liberacion
controlada, liberando sus ingredientes activos en respuesta a su ambiente y

demanda biolégica. En recientes investigaciones a escala de laboratorio, se ha



informado que los nano-fertilizantes pueden mejorar la productividad de los cultivos
mediante la mejora de la tasa de germinacién de semillas, crecimiento de las
plantulas, actividad fotosintética, el metabolismo del nitrégeno, de carbohidratos y
la sintesis de proteina (Solanki et al., 2015).

Existen productos nanotecnoldgicos que benefician la fotosintesis, que esto
con lleva a un mejor rendimiento del cultivo, sin embargo, no conocemos su impacto
en los ecosistemas y no sabemos las consecuencias que puedan tener al ser
asimilados por otros organismos vivientes. Por lo que tenemos que ser precavidos

al aplicar las nuevas tecnologias (Quispe-Challco., 2010).

Hoy dia, el uso de la nanotecnologia aplicada a la agricultura ha tenido una
mayor relevancia que en afos pasados. Anteriormente se sefialé que los usos de
las NPs en la agricultura buscan sustituir a muchos de los agroquimicos utilizados
en estos momentos con el objetivo de reducir el impacto ambiental que esta
actividad tiene, ademas de abaratar costos al ser necesaria una cantidad menor en

comparacion a las usadas actualmente (Garcia-Rodriguez., 2018).

1.3.- NANOPARTICULAS METALICAS:
Las nanoparticulas han surgido como una plataforma versatil, que podria

proporcionar soluciones cientificas y ambientales aceptables para el sustento global
estas tienen un alto potencial para lograr una agricultura sostenible (Shalaby et al.,
2016). Las NPs metélicas, mas representan su grupo son las nanoparticulas de
oxido de Zinc (NPszZnO), de 6xido de cobre (CuO) y las de plata (NPsAg) debido a
gue muestran propiedades antimicrobianas y se han utilizado en diversas areas
incluyendo la alimentacion animal, industria textil y el tratamiento de aguas
(Alvarado et al., 2014), el uso de nanoparticulas en la industria, la salud y las areas

de higiene personal esta aumentando de manera exponencial debido a sus



propiedades mecanicas, electronicas y quimicas que estas poseen (Somasundaran
et al., 2010).

Cabe mencionar que en el sector agricola los reportes sobre la aplicacion de
nanoparticulas (NPs) metélicas de Fe, Cuy Zn, indican que mejoran la germinacion
de las semillas, el crecimiento, el contenido nutricional, la actividad enzimética y
rendimiento (Lira-Saldivar et al., 2018). Se ha reportado que el uso de
nanoparticulas de este tipo, incrementa la produccién de biomasa en plantas hasta
en un 100%, aumenta los niveles de clorofila, carotenoides y proteinas solubles
totales (Venkatachalam et al., 2017).

1.4.-ABSORCION, TRANSLOCACION Y EFECTO DE LAS NANOPARTICULAS
EN LA PLANTA.
El tamafio de las NPs es un factor que interviene en su penetracion y

translocacion hacia el interior de los tejidos vegetales, por lo tanto, a mayor tamafio
de NPs menor seréa la penetracion en las plantas (Lira-Saldivar et al., 2018), su
tamafio nanométrico les da mayor facilidad de penetracion a traves de las
membranas biologicas, en comparacidn con los materiales con escala micrometrica;
en las plantas tiene mayor facilidad de penetrar la membrana y pared celular

causando cambios morfo-fisiolégicos (Eichert et al., 2008; Sabir et al., 2014).

Algunos autores mencionan que el efecto promotor e inhibidor del
crecimiento de las NPs en las plantas esta relacionado con su concentracion,
tamafo y las propiedades inertes del elemento involucrado, asi como la funcion
fisiolégica que desempefia en la planta, si actia como micronutrientes tratandose
de cobre, zinc o fierro (Wang et al., 2015). Las paredes celulares de la mayoria de
las plantas poseen tamafios de poro de 5 nm o menos. Sin embargo, se ha
demostrado que las NPs tienen un tamafio entre 10-50 nm y con diferentes
propiedades quimicas superficial son biodisponibles las plantas (Sarabia y
Fernandez, 2016).



Cuando las NPs se administran a las plantas mediante el sistema de riego,
primero penetran la pared y membrana celular de la epidermis de la raiz (Miralles et
al., 2012). Durante el transito de las NPs por los caminos del apoplasto y simplasto
sucede una serie de eventos, que finalmente logran ingresar al haz vascular de la
planta (xilema), para ser traslocadas por un largo camino hasta el destino final que
son los puntos de crecimiento (meristemos), hojas y frutos, lugares donde seran
empleadas para originar diversos efectos morfoldgicos y fisiolégicos (Ma et al.,
2017).

Por otro lado, cuando las NPs son aplicadas al follaje se absorben a través
de los estomas y su translocacion o transporte es via floema. Raliya et al., (2016)
mencionan que las NPs de Au con tamaiios de 30-80 nm aplicadas foliarmente,
lograron penetrar los estomas de plantas de sandia (Citrullus lanatus) y fueron
traslocadas hasta las raices via floema. Estos autores concluyen que la
acumulacion y transporte de las NPs depende de su forma, método de aplicacion y

naturaleza del tejido de la planta.

1.5.-NANOPARTICULAS COMO PROMOTORES DE CRECIMIENTO

El efecto promotor o inhibidor del crecimiento de las NPs en las plantas esta
relacionado con su concentracion, tamafio y las propiedades inherentes del
elemento involucrado y si actia como micronutriente tratandose de cobre, zinc, etc.
(Lira-Saldivar et al., 2016).

1.5.1.-NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC

El 6xido de zinc (ZnO) es un material semiconductor que ha sido ampliamente
utilizado como catalizador, dispositivo de electro-luminiscencia y fotoluminiscencia,
sensor de gas, material farmacéutico, recubrimiento antirreflejo, electrodo
transparente para células solares, protector UV entre otros (Guerrero et al., 2013).
Mendez-Arguello et al., (2016) menciona que las NPsZnO han recibido especial

importancia en la industria de los cosméticos, textiles, medicina, electronicay en la



produccion de alimentos. Por otro lado, las NPszZnO han sido aplicadas en
revestimientos de latas de comidas y empaques de productos carnicos asi como en
aplicaciones en la industria médica, farmacéutica y cosmética (Alvarado et al.,
2014).

Por lo que respecta al sector agricola las NPsZnO son estudiadas por su
actividad antimicrobiana, por su potencial como nanofertilizantes y promotores de
crecimiento (Méndez-Arguello, et al., 2015). En la tabla 1 se mencionan algunos

efectos que pueden tener las NPsZnO.

Flores-Ramirez (2018) reporta que la aplicacién de NPs de ZnO a 10 mg L
durante la imbibicién, en semilla de melon (Cucumis melo) de la variedad Top-Mark,
mejorO el porcentaje de vigor de germinacion, el porcentaje de germinacion, e
incremento la longitud de vastago, con respecto al testigo. Delouche (2002), sefiala
gue diversas investigaciones mencionan que las NPs se absorben facilmente
durante la etapa de imbibicién en el proceso de germinacion de las semillas. Sin
embargo, se sabe que a altas concentraciones pueden tener un efecto adverso asi
lo comprob6 Arias y colaboradores (2015) quienes al aplicar NPsZnO a una
concentracion de 200 mg L a semillas de girasol, el porcentaje de germinacion fue
de 94.44 %, mientras que el porcentaje obtenido en semillas tratadas con 1600 mg
L fue del 74.44 %, en base a los resultados, se considera que a altas concentracion
el efecto en el crecimiento resultante es negativo y afecta considerablemente la

germinacion de la semilla.



Tabla 1 Efectos fisiolégicos de nanoparticulas de ZnO en diferentes especies de plantas.

NPs Concentracion Planta Efecto fisiolégico Referencia
(mg L™)

ZnO 200, 400, 800 Allium cepa Citotoxicidad en células de la raiz. Aumento | Ghosh et al.,
en la produccion de especies reactivas de 2017
oxigeno y glutation peroxidasa, mientras
gue una disminucién en catalasa.

Zn0O 25-200 mg L Gossypium Registraron un aumento en el crecimiento y | Venkatachal

hirsutum L biomasa total, como también mostraron | am etal.,
aumento en clorofila a y contenido total de 2017
proteinas

Zn0O 8.1,16.3 Triticum aestivum | Reduce la eficiencia fotosintética. Aumento | Tripathi et
de peréxido de hidrogeno y peroxidacion al., 2017
lipidica.

Inhibicién de la actividad antioxidante.
ZnO 10 Pennisetum Aumento en produccién de biomasas seca. | Tarafdar et
americanum Longitud de raiz, contenido de clorofila y al., 2014
rendimiento de grano.

ZnO 10, 20 Allium cepa Mejora la germinacién de semillas de | Ramesh et
cebolla. al., 2014

ZnO 1.5, 10 Cicer arietinum Mayor altura y biomasa seca. Burman et

al., 2013

ZnO 250, 500, 1000, Triticum aestivum | Promueve incrementos clorofila y proteina Raliyay

2000 en plantulas. Tarafdar,

2013
Zn0O 10 Cyamopsis Mayor produccion de biomasa, contenido de Raliya y
tetragonoloba clorofila, longitud y area radicular. tarafdar,

2013

Zn0O 400, 1000, 2000 | Arachis hypogaea | 1000 mg L?* promovié la germinaciéon de | Prasad et
semilla y el vigor, mientras que 2000 mg L al., 2012

se observo que era téxico para la planta.




Zn0O 1000 Arachis hypogaea | Promueve germinaciéon, asi como la | Prasad etal
elongacion de raiz y tallo. 2012
Zn0O 20 Solanum Mayor crecimiento y produccion de Panwar,
lycopersicum biomasa 2012
ZnO 10, 20, 50, 100, Lolium perenne Por encima de 20 mg L™, se observ6 una | Liny Xing,
200, 1000 disminucion en la biomasa de plantulas. 2008




1.5.2.- NANOPARTICULAS DE PLATA

Desde la antigliedad la plata (Ag) ha sido ampliamente utilizada, es asi que
civilizaciones antiguas como los griegos la empleaban para cocinar, preservar el
agua e inclusive como antimicrobiana en medicina tradicional (Devaraj et al., 2013).
En efecto la plata es un metal blanco, brillante, suave y maleable con unos de los
valores mas altos de conductividad térmica y eléctrica; desde el punto de vista
quimico es considerado como un metal precioso (Fages, 2012).

Las NPsAg (Ag) son las que poseen mayor actividad antimicrobianas de
espectro mas amplio en comparacion con su contraparte a granel (lvask et al.,
2014). Actualmente se utilizan para la desinfeccion del agua potable, el tratamiento
de aguas residuales (Ahmed et al., 2014; Lalley et al., 2014; Loo et al., 2015),
conservacion de alimentos (Llorens et al., 2012), usos médicos / clinicos (Ge et al.,
2014), y en numerosos productos de consumo (Wen et al., 2016; Zhang et al., 2016)

por su facil degradacion.

Por lo que respecta al sector agroalimentario las NPsAg también tienen su
aplicacion en el sector alimentario, concretamente en agricultura y en el envasado
de los alimentos. Dentro del campo de la agricultura, las NPsAg se emplean para
prolongar la conservacion de frutos, ya que ademas de su actividad antibacteriana
presentan a su vez un efecto fungistatico que retarda el crecimiento de hongos
fitopatdgenos, ademas pueden ser empleadas en la fabricacion de materiales en
contacto con los alimentos, eliminando hasta en un 90 % el crecimiento de
microorganismos en los alimentos, siendo una alternativa a otros métodos de

conservacion de alimentos (Nufies y colaboradores, 2018).

Por otra parte, el efecto de las NPsAg se basa en el aumento de la relacion
area/volumen del metal del tamafio manométrico (Juan et al., 2014). Las NPsAg
han sido empleadas por sus propiedades bactericidas y Opticas, convirtiéndose
agentes antimicrobianos y antivirales. En general la obtencién de NPsAg se realiza

a través de métodos fisicos, quimicos y biolégicos (Amaguara Pacheco., 2018).



En las plantas las NPsAg se pueden absorber principalmente a través de la
raiz y luego pueden ser transportadas a las hojas (Dietz y Herth, 2011). Se ha
sugerido que estas pueden agregarse en plasmodesmos y en la pared celular, lo
que puede interferir con la comunicacién intercelular, afectando la funcién de

proteinas de transporte (Geisler-Lee et al., 2014).

Estudios de toxicidad en plantas por NPsAg coinciden en su toxicidad es
dependiente de la concentracion, del tamafio, y del tiempo de exposicion (Zuverza-
Mena et al., 2°017). Su fitotoxicidad se ha relacionado con la captacion de las NPsAg
por las plantas y la presencia de iones Ag* disueltos. Sin embargo, el efecto
fitotoxico no solo puede deberse a lo antes mencionado. Se ha reportado que
cuando las raices de las plantas estan expuestas a estas, presentan alteraciones
en la morfologia celular y un cambio notable en el color en la zona apical de la raiz
atribuida a la produccion de metabolitos secundarios producidos por las raices (Ma
et al., 2010a, Geisler-Lee et al., 2014b).

Diversos estudios han reportado que las nanoparticulas tienen efectos tanto
positivos como negativos en el crecimiento y desarrollo de varias especies de
plantas. Se ha demostrado que las NPsAg activan al acido aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) el cual es un inhibidor de la elongacion de la raiz (Syu et al.,
2014). Los cambios fisiolégicos y moleculares de la exposicion a NPsAg se
investigaron en las plantulas de arroz (Oryza sativa L.) donde se observé que
causaban una reduccion significativa en el alargamiento de la raiz, peso fresco de
brotes y raices, contenido total de clorofila y carotenoides conforme se
incrementaba la concentracion, la exposicidon prolongada a las NPsAg resultd en un
aumento dependiente de la dosis en el incremento de generacion de especies

reactivas de oxigeno que a su vez causaron citotoxicidad (Nair y Chung, 2014).



Algunos estudios consignan que las NPsAg mejoran el crecimiento de las
plantas, incrementan la longitud de la raiz, el &area foliar y atributos bioquimicos,
como clorofila, carbohidratos y proteinas, activando su sistema enzimético
antioxidante (Sharma et al., 2012, Salama, 2012). Ademéas, de mejorar el
crecimiento de las plantas, es capaz de inducir la produccién de metabolitos
secundarias de interés como lo es la diosgenina (Jasim et al., 2017), o de
metabolitos involucrados con la modulacion antioxidante como el acido ascorbico el
cual se vio incrementado en esparragos expuestos a NPsAg (An et al., 2008). En la
tabla 2 se muestra que la exposicion de NPsAg puede tener muchos efectos
fisiologicos y consecuencias bioquimicas en las plantas (transpiracion, estrés
oxidativo y genotoxicidad, entre otros). Este escenario requiere un enfoque integral
desde el nivel fisiologico y bioquimico hasta el nivel molecular para obtener
informacion detallada sobre el impacto de los NPsAg y poder dilucidar su efecto
sobre los sistemas vegetales. Una de las consecuencias de la exposicion a NPsAg
es la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) que puede causar
toxicidad. Sin embargo, la produccion de ERO y los mecanismos de eliminacion
antioxidantes asociados desempeniar un papel clave en el impacto de las NPsAg en

las plantas.



Tabla 2. Efectos fisiol6gicos de nanoparticulas de Ag en diferentes especies de plantas.

NPs Concentracion Planta Efecto fisiolégico Referencia
(mg L™)
Ag 0,5 Arabidopsis Inhibicion significativa el crecimiento de las | Li Xingxing
thaliana plantas y la sintesis de clorofila. etal., 2018
Ag 0.2 mg/planta Trigonella Aumento el crecimiento, numero de hojas, | Jasmin B et
foenum-graecum | longitud de raiz, longitud del brote y el peso al., 2017
L. humedo.
Ag 0, 125, 250,500 | Raphanus sativus | Ninguna de las concentraciones redujo la | Zuverza-
germinacion de las semillas. Mena et al.,
2016.
Ag 1500 Arabidopsis Inhibicibn méas pronunciada Sosan-A et
thaliana al., 2016.
Ag 0.05,0.1,0.5, 1, Zea mays L. mostraron efecto téxico en la raiz de maiz. Almutairi et
15,2 Cucurbita pepo L. | Valores porcentuales en germinacion en | al., 2015.
Citrullus lanatus | plantas de sandia y calabacin.
El crecimiento de las plantas fueron
positivas en sandia y calabacin.
Ag 1000 pM, 3000uM Solanum Mayor crecimiento y produccion de Panwar,
lycopersicum biomasa 2012




1.6.- ESTRES OXIDATIVO EN LA GERMINACION DE SEMILLAS

A medida que las semillas envejecen, su capacidad para germinar disminuye
incluso si se almacenan en condiciones Optimas. Esta pérdida de potencial de
produccién es un obstaculo para la produccién agricola y para la conservacién de
germoplasma y especies. Comprender cOmo ocurre esto y prevenir o disminuir
potencialmente la pérdida de vigor de la semilla es de gran interés para los
investigadores de plantas.

Los nanomateriales pueden provocar alteracion en la fisiologia, toxicidad e
interferir en el metabolismo de las plantas a través de la generacidén de especies
reactivas de oxigeno (ERO). Las plantas continuamente producen ERO en
diferentes organelos celulares como: mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas,
reticulo endoplasmico y en la membrana plasmatica. Las ERO son continuamente
removidas por un complejo sistema antioxidante, en el que participan enzimas y
otros metabolitos (Lira-Saldivar et al., 2016). Las ERO funcionan como mensajeros
celulares, trabajando como reguladores redox en una multitud de procesos
biologicos (Ortega-Villasante et al., 2018). Sin embargo, a altas concentraciones,
producen efectos toxicos que conducen al llamado "estrés oxidativo", una condicion que
interrumpe la sefalizacion y el control redox-en consecuencia, las células vegetales
tienen que ser al menos dos mecanismos de eliminacion de ERO, el primero controla la
modulacion fina de su concentracion para fines de sefalizacion y el segundo para
eliminar los niveles de alta concentracion de ERO (Doménech-Carb¢ et al., 2019). Las
ERO interactian con las biomoléculas y, por lo tanto, dificultan el proceso de
crecimiento y diferenciacion, asi como afectan el metabolismo secundario. Para
neutralizar los efectos adversos de estos, las células vegetales utilizan enzimas
enddégenas como POD y SOD, o provocan un sistema no enzimatico para liberar

polifenoles (Fazal, H et al., 2019).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) se han convertido en las principales
moléculas reguladoras en las plantas y ahora se establece su papel en los primeros

eventos de sefalizacion iniciados por la perturbacion metabdlica celular y los



estimulos ambientales (Waszczak, C et al., 2018). Sin embargo, estudios recientes
han revelado que también estan involucrados en numerosos procesos a lo largo del
ciclo de vida de la planta, desde el desarrollo y germinacion de las semillas, hasta
el desarrollo de raices, brotes y flores (Mhamdi, A et al., 2018). Cabe mencionar,
como las moléculas toxicas, las ERO también son capaces de causar lesiones

celulares o la muerte (Miller, G et al., 2018).

Dentro de los antioxidantes enzimaticos tenemos diferentes enzimas como:

) La catalasa es una enzima perteneciente a la categoria de las
oxidorreductasas que cataliza la descomposicion del peréxido de hidrogeno (H202)
en oxigeno y agua. Esta enzima utiliza como cofactor al grupo hemo y al
manganeso. El perdxido de hidrégeno es un residuo del metabolismo celular de
muchos organismos vivos y tiene entre otras una funcion protectora contra
microorganismos patogenos, principalmente anaerobios, pero dada su toxicidad
debe transformarse rapidamente en compuestos menos peligrosos. Esta funcion la
efectla esta enzima que cataliza su descomposicion en agua y oxigeno (Chance et
al., 1997). CAT son enzimas indispensables para la desintoxicacion de las ERO
durante condiciones de estrés (Garg y Manchanda, 2009), fue una de las primeras
enzimas en ser aislada y obtenida con un alto grado de pureza (Balestrasse et al.
2001).

1)) La ascorbato peroxidasa (APX) se cree que juega el papel mas esencial en
la eliminacion las ERO y protegiendo a la célula en plantas superiores, algas y otros
organismos. El APX esté involucrada en la compactacion de H202 en ciclos de agua-
agua y ciclo ascorbato-glutation (ASH-GSH) y utiliza ascorbato reducido (ASH)
como el donador de electrones. Glutation reductasa (GR) es una enzima potencial
del ciclo ascorbato-glutation (ASH-GSH) y desempefia un papel esencial en el
sistema de defensa contra las ERO (Gill y Tuteja, 2010; Ahmad et al. 2010).



1.7.- IMPORTANCIA DEL PEPINILLO EN MEXICO

El cultivo del pepino (Cucumis sativus. L) pertenece al reino vegetal su
division es Embryphita siphonogama (fanerégamas) asi como su subdivision
Angiospermae. El pepino tiene clase dicotiledoneae y su orden es Cucurbitaceae.
Como ya se sabe el pepino es del género Cucumis y tiene como especie sativus es
por eso que su nombre cientifico es Cucumis sativus. L (Moroto., 2002). La especie
se encuentra dentro de las hortalizas de mayor importancia dado su consumo per
capita como hortaliza de mesa (FAO, 2012). Se utiliza actualmente para consumo
en fresco, también para obtencion de aceites de las semillas y su uso en productos
de belleza (jabones, cremas corporales) gracias a su riqueza en agua, vitamina E y
aceites naturales (SIAP., 2012). En México, es un cultivo importante por el consumo,
produccion y su valor nutrimental (Waris et al., 2014). La buena calidad de los frutos
de pepino esta principalmente representada en su forma, firmeza, color verde
oscuro del exocarpo, tamafio y ausencia de defectos de crecimiento o manejo
(Suslov y Cantwell., 2012).

En México es un cultivo altamente rentable ocupando el segundo lugar en
importancia entre las hortalizas exportadas y el primer proveedor del mercado de
Estados unidos, principalmente en la época de invierno, cuando se produce esta
hortaliza en invernaderos y se aumenta significativamente el rendimiento (Intagri
2012). El cultivo de pepino ha ido en aumento en las Ultimas décadas dado que es
un producto que es consumido en muchas regiones del mundo. Se desarrolla en el
periodo primavera-verano cuando la demanda evaporativa es alta. (FAO., 2006). El
cultivo de esta hortaliza tiene una estabilidad de la superficie, con un aumento de la

produccion y exportacion (Leon Moreta., 2016).

Esta hortaliza ha alcanzado gran importancia a la gran diversidad de climas
y la adaptabilidad que presenta, ya que esta hortaliza se cultiva en 29 Estados de
México (SAGARPA, 2010).



2.- MATERIALES Y METODOS
2.1 UBICACION DEL EXPERIMENTO

La presente investigacion se llevé a cabo en las instalaciones del Laboratorio de
Agrobiotecnologia del departamento de Biociencias y Agrotecnologia en el Centro

de Investigacion en Quimica Aplicada durante el periodo enero-mayo 2018.

2.2 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal utilizado fueron plantulas de Cucumis sativus L. establecidas
en el Laboratorio de Agrobiotecnologia del Centro de Investigacion en Quimica
Aplicada.

2.3.- PREPARACION DE LAS SUSPENSIONES DE NANOPARTICULAS DE
ZnO'Y Ag

Se prepararon suspensiones acuosas con las diferentes concentraciones de
NPsZnO y NPsAg, utilizando agua desionizada estéril como solvente y alcohol
tridecilico polioxietilenado+ nonil fenol polioxietilenado + propilengilicol (bionex ®),
como agente dispersante de las NPs. Para alcanzar un mayor grado de
homogeneidad de las nanoparticulas en la suspension, se sometieron a un proceso
de sonicacion de bafio (Branson 2510) por un intervalo de tiempo de 10 a 15 min.
Las concentraciones que se evaluaron fue de un rango entre 0 y 200 mg L™ (0, 50,

100, 200 mg L) para ambos nanomateriales.

2.4 PRUEBA DE GERMINACION A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
NPsAg Y NPsZnO
2.4.1CURVA DE IMBIBICION

Para llevar a cabo la determinacion de las concentraciones éptimas en las
cuales ambos nanomateriales mostraran un efecto como promotores de
germinacién e incremento del vigor de semillas, se siguieron los parametros de la
técnica de germinacion estandar de semillas en papel anchore, propuesta por la

Asociacion Internacional de Evaluacién de Semillas (ISTA, 2014) -ISTA por sus



siglas en inglés. Esta técnica de evaluacion de semillas se basa en la comparacion
de una expresién morfologica diferencial entre plantulas dentro de un periodo de
tiempo definido, dicha diferencia es atribuible al vigor de cada semilla, mismo que
se utiliza como criterio de referencia sobre la calidad de lotes o tratamientos
evaluados (ISTA, 2014).

Como primer requisito para implementar esta metodologia, es necesario
estimar el tiempo de imbibicion de la semilla de Cucumis sativus L, ya que éste varia
dependiendo de la especie y otro rasgo importante de este proceso, radica en que
la diferencia entre potenciales osmoticos caracteristicos de esta fase sera el
mecanismo de entrada de los NMs de interés (NPsZnO y NPsAg hacia los tejidos

seminales).

Para establecer la duracion de la fase de imbibicion, se realizé una curva de
germinacion, con el fin de determinar el nUmero maximo de horas que se debe tratar
las semillas para que estas embeban las diferentes suspensiones de NPs, a traves
de la testa. Esta curva se caracteriza por tener 3 fases: Hidratacion enzimatica,
Imbibicién y Emergencia de radicula; siendo la segunda de éstas, la de interés para
el bioensayo citado. Para realizarla se consideraron 25 semillas de Cucumis sativus

L. por unidad experimental (caja Petri) con cuatro repeticiones.

Primero se registro la masa (g) inicial de las 25 semillas sin hidratar, después
se colocaron en cada una de las cajas Petri de vidrio (100 x 15 mm) y se les agreg6
un volumen de 15 mL de agua destilada; posteriormente, se generd un registro de
la ganancia de peso por unidad de tiempo (h) y como resultado fue posible detectar
el punto en el cual las semillas cesaron el proceso de absorcion de agua, al inferirse
tras la permanencia constante de la masa del grupo evaluado. Esto ocurrié al

transcurrir un periodo de 36 h.



2.4.2 GERMINACION ESTANDAR

Las semillas de Cucumis sativus L. se imbibieron con las suspensiones de
NPsZnO y NPsAg por 13 h, las semillas se germinaron entre dos bases de papel
Anchor previamente humedecido con agua destilada, posteriormente las semillas
se organizaron en hileras respetando un margen superior de 6 cm, dejando un
espacio de 2.5 en los costados y una distancia entre semillas de 0.5 cm, se cubrieron
las semillas con otra hoja de papel Anchor humedecido con agua destilada, las hojas
fueron enrolladas en forma de “taco”, procurando darle un ancho de 5 cm, al finalizar
los “tacos” fueron acomodadas aleatoriamente dentro de bolsas de polietileno
transparente que fueron colocadas dentro de una canasta de plastico profunda
(cada “taco” se consider6 como una unidad experimental, la cual fue rotulada) bajo
condiciones controladas de temperatura en una camara de crecimiento (Equitec) a
25 = 2 °C y fotoperiodo de 16 horas luz, 8 horas oscuridad. El bioensayo consistio

en 4 tratamientos y 5 repeticiones.

Se establecieron 2 momentos puntuales de evaluacién, se realizd un primer
conteo a los 7 dias después de haber realizado la siembra y la segunda evaluacion
fue a los 14 dias. En la primer evaluacion se determind el numero de plantulas
normales (plantulas con raiz y tallo, cada estructura con al menos dos veces del
tamano de la semilla en longitud), como un indicador de vigor de germinacion de la
semillas, dentro de los parametros estipulados en la metodologia (ISTA, 2014);
como lo es, la presencia de todas las estructuras morfolégicas caracteristicas de
una plantula dicotiledénea hasta ese momento en particular, es decir, por parte del
sistema radicular: una raiz primaria bien formada y de mayor tamafio que las raices

secundarias, gravitropismo definido, inicio del desarrollo de las raices secundarias.

Para la segunda evaluacion, se obtuvo el nimero de plantulas normales
(PN) y también de aquellas con un desarrollo anormal (PA) y las semillas sin
germinar (pérdida de dominancia apical radicular, coloracion atipica o clorosis, 0
bien, malformacion de tejidos (hipo o hiperplasias), dafio cotiledonear >50%,

enanismo, etc. Tras la culminacion de las dos evaluaciones mencionadas, los datos



obtenidos se sometieron a la siguiente ecuacion para determinar el porcentaje de

germinacion (% G; Ecuacion 1; Moukrad et al. 2014).

Ecuacién 1:

SG x 100

%G =
%G TS

Donde:

% G = Porcentaje de germinacion.

SG = Numero de semillas germinadas.

TS = NUmero de semillas totales.

Para complementar esta informacion, se integraron los datos obtenidos de las

variables:

Vigor de las semillas (VG; expresada en %).
Longitud de plumula (LP; expresada en mm).
Longitud de radicula (LR; expresada en mm).
Contenido de biomasa (CB; expresada en mg).

Para la determinacion del vigor de las semillas de pepinillo, se realizo el

conteo de las plantulas que cumplieron con los criterios mencionados en cuanto a

la morfologia “normal” caracteristica de la especie para los periodos establecidos.

Posteriormente los datos obtenidos se procesaron para denotar su representacion

relativa mediante la ecuacion 2 (ISTA, 2014).

Ecuacion 2:

V_PleOO
TS

Donde:
V = Vigor (%).

PN = Numero de plantulas normales.

TS = Total de semillas.



Para determinar la LP y la LR se utiliz6 una cinta métrica. En cuanto al
contenido de biomasa, se realiz6 partiendo de la separacién de los 6rganos de cada
planta segun su funcién, clasificAndose en: plumula (hojas cotiledoneares y tallo) y
sistema radicular. Tras realizar la mencionada separacién, se determiné la masa
(mg), registrando la cifra resultante como peso fresco de muestra (PF);
posteriormente, las muestras se introdujeron en una estufa de secado,
sometiéndolas a una temperatura de 72 °C por 24 h; transcurrido este periodo, se
procedio con el registro de la masa de las muestras correspondiente al peso seco
de la muestra (PS). Para este ensayo se tomaron 5 plantulas de cada “taco”, es

decir de cada repeticion, siendo designadas de manera aleatoria.

2.5 PRUEBAS BIOQUIMICAS SOBRE EL ESTADO DE ESTRES OXIDATIVO.

El método de seleccidon del material vegetal que conformaria cada muestra
para la determinacion del contenido cuantitativo de la actividad de las enzimas
antioxidantes, prolina y clorofila, se basé en un criterio aleatorio apegado al disefio
experimental con 4 repeticiones; la cantidad de tejido a extraer por muestra fue de
500 mg. Como método de conservacion de las muestras para evitar alteraciones de
los estados bioquimicos vy fisiologicos de los tejidos, se empled su congelamiento
instantaneo mediante su inmersién en nitrégeno liquido. El almacenamiento de las

muestras se llevd a cabo a -80 °C hasta el momento de su uso.

2.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE NO ENZIMATICA.

2.6.1 CUANTIFICACION DE PROLINA.
Se realiz6 con apego a lo publicado por Abraham et al. (2010). A cada

muestra de 500 mg de tejido, triturada con nitrégeno liquido y contenida en un tubo
de ensayo, le fue agregada una solucion al 3 % de &cido salicilico frio, para
centrifugarse a una velocidad de 14000 rpm durante 5 min. Del sobrenadante; del
cual se tomaron 100 uL para preparar la mezcla de reaccion (600 pL), que consistio
ademas en agregar acido sulfosalicilico (0.43%), acido acético glacial (28.6% v/v) y
ninhidrina acidificada (acido fosférico 6M y acido acético) en la misma proporcion
volumétrica que el acido acético glacial; una vez agregada la ninhidrina la mezcla

fue incubada a 96 °C por 1 h.



Transcurrido dicho periodo, la reaccion se termind, generando un choque
térmico, transfiriendo los tubos contenedores a una temperatura de 4°C. Una vez
que las muestras alcanzaron una temperatura constante, se les agregdé 1 mL de
tolueno para hacer la separacion de la fase organica, después de agitarse
vigorosamente, se dejaron en reposo por 5 min a temperatura ambiente,
posteriormente fue estimada su absorbancia a 520 nm. Para obtener la cantidad de
prolina (ug) presente por cada gramo de tejido de Cucumis sativus L, los registros
de absorbancia fueron incorporados al modelo obtenido de la curva estandar
generada a partir de diferentes concentraciones de prolina (0.019, 0.039, 0.059,
0.079, 0.099 pmol L) (Anexo 2).

2.6.2 CUANTIFICACION DE CLOROFILA A Y B.
El contenido de clorofila se realizo por el método descrito por Sunkar (2010).

Ddnde a partir de 100 mg de tejido foliar congelado, triturado y suspendido en etanol
al 80%, se generd una alicuota, tras ser centrifugado a 10,000 rpm por 15 min. Al
ser un pigmento fotosensible, fue conservado en condiciones de oscuridad hasta
ser estimada su absorbancia utilizando un espectrofotdmetro (Genesys 10 uv), a
una longitud de onda para la clorofila A de 645 nm y para la de clorofila B, de 663

nm.
El contenido total de clorofila se determinoé con las siguientes formulas:

Clorofila A = [(12.7 * Absorbancia a 663nm) — (2.63 * Absorbancia a 645 nm)]

(t5057w)
* —————————————————
1000 * w

Clorofila B = [(22.9 * Absorbancia a 645 nm) — (4.68 = Absorbancia a 663 nm]

)
* —————————————————
(1000 * W



Clorofila Total
= [(20.2 * Absorbancia a 645 nm) + (8.02 * Absorbancia a 663 nm]

(sz00w)
* —
1000 * w

Donde:

Absorbancia (663) = Absorbancia a 663 nm.
Absorbancia (645) = Absorbancia a 645 nm.
V = Volumen final de la solucién (mL).

w = Peso fresco de la hoja (g).

2.7 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA POR EL METODO DE
BRADFORD.
Para llevar las unidades volumétricas de la actividad enzimatica a unidades

de actividad especifica, se realizo esta prueba, donde se prepar6 un volumen de
reaccion de 2 mL; con 50 pL de extracto enzimatico, 950 pL de H>O y 1000 pL
reactivo de Bradford (Bio rad), se dej6 incubar por 30 min a temperatura ambiente
y se midié su absorbancia en el espectrofotometro (Genesys 10 uv) a 595nm
(Kruger, 2009). De cada tratamiento se consideraron 3 repeticiones y cada muestra
se proceso por triplicado. Para la obtencién del contenido de proteina por muestra,
se hizo una curva estandar con diferentes concentraciones de BSA, de la cual se
obtuvo el modelo (y =0.026 x + 0.3122 -Anexo 1-) donde se introdujeron los valores

obtenidos de absorbancia como variable dependiente.

2.8 ACTIVIDAD ENZIMATICA ANTIOXIDANTE.

2.8.1 PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO.
Para realizar la determinacion de la actividad de las enzimas antioxidantes, APX

y CAT, se realizd un extracto enzimatico de acuerdo a la metodologia reportada por
Katoch (2011), la cual nos permite evaluar todas las enzimas antes mencionadas
con el mismo extracto, para ello, se tomaron de 500 mg de tejido, el cual fue triturado
en un mortero pre-enfriado con nitrégeno liquido y se le adiciono polivinilpirrolidona

(PVP); el producto resultante fue colectado en un tubo de microcentrifuga (2 mL), al



cual fue afadido amortiguador de extraccion que consistié en un amortiguador de
fosfatos 100 mM, pH 7 y EDTA (0.1 mM). Posteriormente las muestras fueron
centrifugadas por 5 min a 12,000 rpm. Transcurrido dicho periodo, el sobrenadante
fue vertido en tubos de microcentrifuga nuevos y congelados a -20 °C hasta el

momento de su uso.

2.8.2 ACTIVIDAD DE ASCORBATO PEROXIDASAS

La actividad de APX se cuantificé por el método descrito por Katoch, (2011),
la mezcla de reaccién se considerd para un volumen de 1 mL el cual consistié en
50 mM de solucion amortiguadora de fosfatos pH 7, una proporcion 1:1 de &cido
ascorbico: peréxido de hidrégeno (10 mM), extracto enzimatico (3% v/v). La
reaccion se inicio con la adicion de H2O. y se registro la absorbancia a 290 nm cada
20 seg por 1 min (€ =2.211 mM™t cm™). La actividad se expresara como la cantidad

de proteina que produce un mmol de ascorbato oxidado por minuto.

2.8.3 ACTIVIDAD DE CATALASAS (CAT).

La mezcla de reaccion consistio en 50 mM de solucion amortiguadora de
fosfatos pH 7, perdxido de hidrégeno (0.5 M) y la cantidad necesaria de proteina
dependiendo la muestra en un volumen de 1 ml (5% v/v). La reaccién se inicié con
la adicion de H2O2, se registro la absorbancia a 240 nm cada 20 seg por 1 min (€ =
2.640 mM~t cm™). Expresando la actividad de estas enzimas como mmoles de H202

degradados por minuto por gramo de proteina contenido en el tejido. (Katoch, 2011).

2.8.4. ZIMOGRAMAS EN GELES NATIVOS
Para observar el perfil de isoenzimas presentes en los extractos crudos se

realizaron geles de poliacrilamida 7 y 10% como lo describe Laemmli, (1970), sin

SDS; se aplicaron 60 pg de proteina en cada pozo.

2.8.4.1 CATALASA
Se utilizé un gel nativo de poliacrilamida al 5 % al que se aplicaron los

extractos a evaluar y se corrieron a 90V. El gel se sumergié en una solucién de 50



mM de H>0O2 durante 10 min, seguido por un enjuague con solucion amortiguadora
de fosfatos 50 mM pH 7.0. Posteriormente el gel fue sumergido durante 10 min en
una solucién que contenia 2 % FeCl», esta solucion fue eliminada por decantacion
y se prosiguié a sumergirlo en una solucién de 2% KsFeCNs hasta observar las
bandas acromaticas presentes en el gel (Woodbury, 1971).

2.8.4.2 GUAYACOL PEROXIDASA
Se utiliz6 la metodologia reportada para la cuantificacion de peroxidasa

segun Putter (1971). Se utilizé un gel nativo de poliacrilamida al 7% al que se
aplicaron 60 pg de proteina que se corrieron a 90 V. El gel se sumergié en una
solucién de peroxido de hidrégeno al 3% y solucién amortiguadora de fosfatos 100
mM (pH 7) durante 5 min. Después fue enjuagado con solucion amortiguadora de
fosfatos 100 mM (pH 7) para sumergirlo en una solucion de guayacol 15 mM. Las

bandas pertenecientes a las isoformas de peroxidasas se tifieron de color rojizo.



3.- RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS.

La Figura 3A muestra una imagen TEM de la muestra de ZnO. En esta
micrografia se puede distinguir claramente la morfologia de las NPsZnO cuasi-
esféricas, de las cuales el 75 % mostré una distribucion de tamafio de diametros de
12 a 24 nm, y ~ 30% exhibieron tamafos mayores de 12 nm y menores de 20 nm
(Figura 3B). En el caso de las NPsAg, estas se obtuvieron empleando extracto de
L. tridentata (gobernadora) como agente reductor, las micrografias de las NPsAg
presentaron morfologia esférica (Figura 3C), aunque se llegaron a observar algunas
ligeramente ovoides o semiesféricas, en la figura 3D se muestra el histograma de
distribucién del tamafio promedio de las NPsAg, el cual fue de 9 nm con un amplio
intervalo de diametro de particula de 5 a 25 nm.

B)

K25
§ 20

12 16 20 24 28 32
tamarfio de particula (nm)

C) 50 D)
45
40
A =35
_s-’ « 30
&N +
¥ il 7 320
- » ety 215
10

-

- :
ot Y

7 1 15 19 23 27
tamano de particula (nm)

Figura 3. Andlisis de las NPsZnO y NPsAg. Micrografias obtenidas en un microscopio electrénico
de transmisién que muestran las nanoparticulas de 6xido de zinc (A) y plata (C). Gréficas que
muestran la distribucién de tamafio de las nanoparticulas (B) 6xido de zinc y (D) plata.

En la curva de distribucion, se puede observar asimétrica y tiende a

concentrarse en los intervalos de diametros de 5-13 nm, lo que indica que la



distribucién no fue muy homogénea y se generé6 una mayor concentracion de

nanoparticulas con intervalos menores a los 13 nm.

3.2 ENSAYO DE GERMINACION CON NPszZnO
Se determiné la calidad fisiologica de la semilla de pepino bajo diferentes

concentraciones de NPsZnO (0, 50, 100, 200 mg L1), para ello se evalué el vigor
de la semilla en relacién a su germinacién y la morfologia de las plantulas, durante
la primera evaluacion (7 dias). Se determin6 el nimero de plantulas normales como
un indicador de vigor de germinacion de semillas de acuerdo a la metodologia
descrita por el ISTA (2014). Fue posible observar el comportamiento de las
NPsZnO, estas se exponen detalladamente en el Tabla 3.

Cabe mencionar que no hubo diferencias significativas en las variables
porciento de vigor de germinacion y de germinacion. Sin embargo, hubo diferencias
numéricas, obteniendo valores altos en el porcentaje de germinacién para las
concentraciones de 50 y 100 mg L con respecto al control, cuando la concentracion
se incrementd a 200 mg L la germinacién disminuy6 en aproximadamente un 10
%, esto, a causa que a mayores concentraciones de NPs exista la presencia de

toxicidad.

Tabla 3.Comparaciones de medias de las variables evaluadas en el ensayo de
germinaciéon de semilla de Cucumis sativus L. embebidas en suspensiones de

NPsZnO.
VIGOR DE
CONCENTRACION GERMINACION GERMINACION
(mg L) (%) (%)
0 94.8 +3.56 a 71.2+233a
50 100+0a 77.6+3.25a
100 100+0a 76.8+3.44 a
200 80.6 +3a 75.2+233a
CV % 17.89 8.58

a,b,c= niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad (Duncan, p < 0.05, < 0.01) CV=
coeficiente de variacion.



Raskar y Laware (2014) reportaron que la aplicacion de NPsZnO a
semillas de cebolla aumentd la germinacién en concentraciones bajas (20 pg mL™).
Sin embargo, estos disminuyeron significativamente a concentraciones mayores.
Otros, estudios realizados con mani (Arachis hypogaea L.) expuesta a NPsZnO se
demostr6 una mejoraron significativamente la tasa de germinacion e indice de vigor
de las plantulas, incrementando el crecimiento de la raiz, el contenido de clorofila 'y
la acumulacién de biomasa (Prasad et al., 2012). Ademas, en un estudio de campo
en el que asperjaron NPsZnO a 1000 mg L al mani, reportaron una mejora en el
crecimiento de las raices, el contenido de clorofila de la hoja y la acumulacion de
biomasa en general (Prasad et al., 2012).

Estudios recientes sugieren que las nanoparticulas metalicas de oxido de
zinc (Zn) son micronutrientes esenciales y actian como un complejo promotor del
crecimiento de las plantas (Priyanka, N et al., 2019). Durante la segunda evaluacion
(14 dias), se obtuvo el numero de plantulas normales (PN) donde se determiné la
longitud de plantula (LP) y de la radicula (LR) en plantulas normales (Tabla 4). Los
resultados muestran un aumento en la longitud de las raices de las plantulas
tratadas con NPsZnO, siendo el tratamiento de 200 mg L el que tuvo un mayor
efecto al inducir el crecimiento de la raiz, aproximadamente un 10% mas (17.35 £

0.22 cm) con respecto al control (8.19 + 0.43 cm).

Respecto a la variable longitud de vastago (LV), se observo el mismo
comportamiento que en la raiz, se incrementd la longitud del vastago con el
tratamiento de las NPsZnO obteniendo el valor mas alto con 6.27 cm a 200 mg L-*
de NPszZnO, siendo 1.28 veces de mayor tamafio con respuesta al control (4.87 £
0.2 cm) (Tabla 4).

Estos resultados indican que la aplicacion de NPsZnO a 200 mg L-*aumenta

la velocidad de aparicion del vastago y la radicula durante los primeros siete dias.



Esta respuesta es dependiente de la concentracion empleada en el ensayo,

observandose el mayor efecto a la concentracion mas alta.

Tabla 4. Comparaciones de medias de las variables evaluadas en el ensayo de
longitud de semilla de Cucumis sativus L. embebidas en suspensiones de NPsZnO

CONCENTRACION LR LV
(mg L) (cm) (cm)

0 8.19+0.43 a 487 +0.2 a

50 12.10+0.28b 6.19+0.32b

100 12.28+0.2b  5.93+0.07b

200 17.35+0.22¢c 6.27+0.19Db
CV % 5.31 8.3

ab,c= niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad (Duncan, p < 0.05, < 0.01), CV=
coeficiente de variacién, LR= longitud de raiz, LV= longitud de vastago.

Los resultados obtenidos con las NpsZnO son similares a varios reportes en
la literatura que consignan un efecto positivo en la germinacion y desarrollo de
diferentes especies de plantas dependiente de la concentracién. Estos datos
concuerdan con lo reportado por Rabia Javed (2017) quienes observaron que el
incremento en la concentracion de NPsZnO, afectd positivamente el crecimiento de
la planta ademas de incrementar la produccion de glicosidos de esteviol. El zinc es
un micronutriente para el crecimiento y desarrollo de las plantas, debido a que un
gran numero de proteinas contienen un dominio de unién a Zn, como lo son las
proteinas reguladoras de la transcripcion. Sin embargo, se ha reportado que por
encima de ciertas concentraciones, este elemento se vuelve toxico, haciendo que
las plantas activen diferentes mecanismos de defensa, como el aumento de la
expresion de los genes de biosintesis de lignina y suberina en plantas tratadas con

zinc, incluida Zea mays y Glycine max (Lopez-Moreno et al., 2010).

Sin embargo, diversos estudios han encontrado que, aunque tienen un efecto

negativo en la elongacion de la raiz, las nanoparticulas no afectaron la germinaciéon


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/plant-growth

de las semillas (Zhang et al., 2015; Wang et al., 2012). Los investigadores atribuyen
este fendmeno a la permeabilidad selectiva de las capas de semillas, debido a que
esta a su vez puede disminuir la toxicidad de otros contaminantes. La adicion de
NPszZnO a las semillas de puede ayudar a la entrega efectiva de Zn, incrementando
la tasa de germinacion en 20% en comparacion con las semillas no tratadas
(Adhikari et al., 2016).

Por otro lado, Zafar y colaboradores (2016) reportaron que a concentraciones
de NPszZnO entre 500 a 1500 mg L afectan negativamente a la germinacién de las
semillas de Brassica nigra y el crecimiento de las plantulas aumentando los
mecanismos de defensa enzimaticos antioxidantes y no enzimaticos. Sin embargo,
Garcia-Lopez et al., (2018) demostraron el efecto de los NPsZnO sobre las variables
asociadas al crecimiento de las plantulas, la longitud de la plimula no se vio
afectada significativamente (p < 0.724). Sin embargo, la longitud de la radicula
respondio significativamente (p < 0.01) con la aplicacion e NPsZnO concluyendo
gue a medida que aumenta la concentracion, la longitud de la radicula disminuye en
un 50.0% (100 ppm), 53,9% (200 ppm) y 54,5% (500 mg L-%).

En otra investigacion se demostro la aspersion foliar de NPsZnO en plantas
de frijol mejoraron significativamente la biomasa | (27.1%), la longitud del brote
(31.5%), la longitud de la raiz (66.3%), el area de la raiz (73.5%), el contenido de
clorofila (276.2%) y la proteina foliar soluble total (27.1%) (Raliya et al., 2013).

Se ha demostrado que la aplicacion de NPs promueve e inhibe el crecimiento
de diversas especies de plantas; el efecto estd determinado por su composicién
guimica, tamafo de particula, forma y el método utilizado para su sintesis (Rastogi
et al., 2017). Los efectos inhibitorios de los nanomateriales estan asociados con el
su absorcion, transporte, transformacion y degradacién, ademas de estar
influenciados por el tamafio y morfologia de las NPs (Schwab et al., 2016; Ma et al.,

2014). Estudios anteriores han demostrado que los NPs de 6xidos metalicos pueden



ingresar a los sistemas vasculares de las plantas a través de las paredes celulares

y ser transportados a ubicaciones subcelulares (Li et al., 2017; Rastogi et al., 2017).

3.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE NO ENZIMATICA.

3.3.1 CUANTIFICACION DE PROLINA CON NPszZnO.
La prolina (Pro) es un aminoacido fundamental y multifuncional que puede

desempeiar un papel importante no solo en los procesos de desarrollo de las
plantas sino también en las respuestas al estrés bidtico y abiotico (Szepesi y
Sz6ll6si, 2018). En términos de estrés, las plantas pueden ser compatibles con la
produccion de metabolitos como aminoécidos, antioxidantes y hormonas para
contrarrestar los efectos del estrés y continuar creciendo. Es por ello que en este
trabajo se evaluo el impacto de las NPsZnO sobre este aminoacido. Los resultados
indican que a una concentraciéon de 100 mg L* de NPsZnO, (20.48 + 0.86 mg-g™)
la cantidad de prolina en la raiz fue significativamente mayor con respecto al control
(15.88 + 0.82 mg-g'). Por otro lado, la cantidad de prolina en vastago indican que a
concentraciones de 200 mg L de NPszZnO (39.98 + 1.07 mg-g*?) la cantidad de
prolina fue 14% mas alta con respecto al control (25.81 + 0.91 mg-g*) (Tabla 5).
Numerosos resultados han demostrado que el nivel mas alto de prolina en las
células vegetales correlaciona fuertemente con una mayor tolerancia al estrés en

las plantas (Semida et al., 2018).

Tabla 5. Cuantificacidon de prolina en plantulas de Cucumis sativus L. tratadas con

NPsZnO.
CONCENTRACION CANTIDAD PROLINA CANTIDAD PROLINA
mg L RAIZ VASTAGO
(mg-g™) (mg-g™)
0 15.88+£0.82 a 25.81+091a
50 18.87+0.49b 29.83+0.36b
100 20.48+£0.86 b 36.36+1.13 ¢
200 20.37+0.72b 39.98+1.07d

cv% 13.47

a,b,c= niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad (Duncan, p < 0.05, < 0.01) TNPs= tipo
de nanoparticula, CV= coeficiente de variacion.



La prolina se puede usar para reducir los efectos desfavorables del estrés
oxidativo en las plantas, es una molécula de sefalizacion que actda como un
regulador del crecimiento de las plantas al activar procesos de sefializacion (Rady
et al., 2019). Mientras tanto Mohsenzadehy et al., (2017) demostraron la aplicacion
foliar de sulfato de zinc y NPsZnO sobre parametros fisiol6gicos (contenido de
clorofila y carotenoides, actividad antioxidante, contenido fendlico total, prolina,
peroxidacion lipidica y azucar) del romero a bajas concentraciones aumentaron
significativamente la clorofila y el carotenoide en comparacion con el control.
Mientras que con la alta concentracion de NPs ZnO, la clorofila y el carotenoide
disminuyeron en comparacion con el control. La actividad de las enzimas
antioxidantes aumento con el zinc y las NPsZnO en comparacion con las plantas de
control. Ademas, la prolina, la peroxidacion lipidica de membrana, el aztcar soluble
y los compuestos fendlicos aumentaron en todos los tratamientos. Estos autores
mencionan que el aumento de las enzimas antioxidantes y la prolina se lleva a cabo

para que la planta pueda eliminar los radicales libres generados.

3.3.2 DETERMINACION DE CLOROFILA
La clorofila es el principal pigmento de recoleccion de luz en plantas, estan

presentes en las hojas y otras partes que quedan expuestas al sol, siendo
responsables de la absorcion de la luz solar en el proceso de la fotosintesis. Para
saber si el tratamiento de NPsZnO tiene efecto en los pigmentos fotosintéticos, se
llevé a cabo la determinacion de clorifila A y B. Los resultados mostraron que el
tratamiento con 100 mg L de NPsZnO, incremento en un 3% el contenido de
clorifila A con respecto al control (6.92 + 2.19 mg-g'), para la clorofila B (7.65 + 0.69
mg-g-1) este incremento fue de 2.5% con respecto al control (5.02 + 1.64 mg-g™t).

Por lo tanto, se logré observar un aumento en la cantidad total de clorofila (Tabla 6).

Diferentes estudios han mostrado que la pigmentacion puede estar
directamente relacionada con condiciones de estrés en la planta, el contenido de

clorofilas generalmente disminuye bajo estrés y durante la senescencia (Vahtmae



et al., 2018). Los resultados obtenidos indican el papel del Zn como micronutriente
vital para la planta, participando posiblemente como cofactor de diferentes enzimas

involucradas en el proceso de fotosintesis.

Tabla 6. Cuantificacién de clorofila de plantulas Cucumis sativus L. tratadas con

NPsZnO.
CONCENTRACION CLOROFILA A CLOROFILAB CLOROFILA
mg L* (mg-g™) (mg-g™) TOTAL
(mg-g™)
0 6.92+2.19ab 5.02+1.64ab 4.43+1.44 ab
50 3.25+0.13a 2.891+0.32a 2.55+0.293a
100 9.78+0.87 b 7.65+0.69b 6.75+0.61b
200 5.84+0.33a 455+0.5a 4.01+0.44a
cv% 36.34 37.63 37.63

a,b,c= niveles de significancia al 0.05y 0.01 de probabilidad (Duncan, p <0.05, < 0.01) TNPs= tipo
de nanoparticula, CV= coeficiente de variacion.

En la literatura se ha reportado que bajo diferentes concentraciones (0, 200
y 400 mg L) de NPsznO los niveles de clorofila a y b, disminuyen en comparacion
con el control (Hashemi et al.,, 2018). Sin embargo, Pullagurala et al., (2018)
menciona que las NPszZnO expuestas a 400 mg/kg en plantas de cilantro
(Coriandrum sativum) tuvieron diferencias estadisticamente significativas,
aumentando el contenido de clorofila relativa en un 41%, 37% y 58%, a 100, 200 y
400 mg / kg respectivamente, en comparacion con el control. En cultivos
hidroponicos de plantas de frijol (Vigna radiata) el suministro de NPsZnO mejor¢ el

contenido de clorofila, proteinas y minerales (Samreen et al., 2017).

3.4 ACTIVIDAD ENZIMATICA ANTIOXIDANTE
Se estimé la concentracion de proteinas a las plantulas de Cucumis sativus

L. tratadas con NPsZnO. Los resultados mostraron una diferencia significativa entre
el control y los tratamientos de NPsZnO pero una variacion no muy alta entre las
concentraciones, indicando que con 200 mg L-! (34.11 + 0.13 mgpro/Qtej) S€ Obtuvo

el valor mas destacado con un aproximado del 15% en comparacion con el control



(20.64 * 0.42 mgpot/gie) (Tabla 7).Evaluando en el vastago a 200 mg L-! se
incrementd el valor de proteina en 15% (51.35 *+ 0.24 mgprot/Qiej) €N COMparacion
con el control (37.51 £ 0.18 mgprot/gtej) CON uUNa tendencia de variacion de unidades
muy notoria en ambos casos, al incrementar las concentraciones de NPs se elevo

el contenido de proteina en raiz y vastago.

Tabla 7. Contenido de proteina total de plantulas Cucumis sativus L. bajo el efecto

de NPsZnO.
CONCENTRACION CANTIDAD PROTEINA CANTIDAD PROTEINA
mg L™ RAIZ VASTAGO
(Mgprot/ e (MGprot/ Jtej)
0 20.64£0.42 ¢ 37.51+0.18 ¢
50 30.26£0.37b 48.41+0.59 b
100 30.73£0.29b 51.02+0.35a
200 34.11+0.13 a 51.35+0.24 a
% 3.33 2.37

a,b,c= niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad (Duncan, p < 0.05, < 0.01) TNPs= tipo
de nanoparticula, CV= coeficiente de variacion.

Diversas investigaciones han demostrado que las NPs son capaces de
producir estrés en la planta, generando un exceso de ERO que puede afectar a
proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN (Olejnik et al., 2013; Rico et al., 2015). La
presencia de nanoparticulas dentro de las células vegetales puede comportarse de
manera similar a los iones metalicos y reaccionar con los grupos sulfhidrilo,
carboxilo y, en Ultima instancia, alterar la actividad de la proteina (Hossain et al.,
2015).

En la Tabla 8 se muestra la comparacion de medias de la cuantificacion de
la actividad de APX, donde se observan diferencias altamente significativas
(P=<0.01) en la raiz, la actividad de APX se incrementé 2.5 veces (0.55 + 0.02
Ul/mgpret) con respecto al control a una concentracion 100 mg L1, en el vastago no

se encontraron diferencias significativas comparando con el control, sin embargo, si



se mostraron diferencias numéricamente al

momento de

incrementar

las

concentraciones de NPs mostrando que a una concentracion de 200 mg L™ (0. 8575

+ 0.06 Ul/mgprot) incrementé los valores de APX.

Tabla 8. Actividades enzimaticas antioxidante de plantulas de Cucumis sativus L.
expuestas a NPsZnO.

CONCENTRACI APX RAIZ APX CAT RAIZ CAT
ON (Ul/Mgpror) VASTAGO (Ul/Mgpror) VASTAGO
(mgL™) (Ul/mgprot) (Ul/mgpror)
0 0.2226+£0.01c 0.7876+£0.02 a 0.1929+0.02a 0.2195+0.01 ab
50 0.4286+0.03b 0.8477+0.02a 0.06257+0.01b 0.1837+0.01b
100 0.5518+0.02a 0.8167+0.03a 0.09381+0.01b 0.204+0.01 b
200 0.527+0.02 a 0.8575+0.06 a 0.1015+0.002c 0.2447 £0.002a
CV (%) 20.76 18.6323 41.55 21.02

a,b,c= niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad (Duncan, p < 0.05, < 0.01) TNPs= tipo
de nanoparticula, CV= coeficiente de variacion.

Los resultados anteriores coinciden con Rao y colaboradores (2014) donde
sefalaron en su investigacion que la actividad de APX en mostaza (Brassica juncea)
fue mayor en las raices en comparacion con el lanzamiento y las hojas. Resultados
similares fueron reportados por Schitzendubel et al., (2002), en raices de Populus
canescens donde indujeron el estrés oxidativo por la adicion de cadmio (Cd) donde
a las 48 h pierden por completo la actividad de APX a una concentracion de 50 uM
de Cd, asociandolo al incremento en la acumulacion de HO2 Srivastava y
Srivastava (2014) evaluaron el estrés hidrico (100, 200 y 300 mL de agua) y el
control (400 mL de agua) en ejemplares de S. rebaudiana durante 40 dias,
encontrando que las actividades de POX y CAT incrementaron en las plantas
moderadamente y ligeramente (200 y 300 mL de agua) comparado con el control

donde la actividad de ambas enzimas disminuyé gradualmente.

Por otro lado, se observaron diferencias altamente significativas (p<0.01) en
la actividad de catalasa en raiz y en el vastago disminuyendo su actividad. Las

respuestas de las NPsZnO en la variable de catalasa en raiz si hubo diferencia entre



tratamientos, disminuyo su actividad con respecto al control, mientras que, en
vastago (0.2195 + 0.01 Ul/mgpret) Su actividad incrementa conforme se aumento la
concentracion de NPsZnO siendo que a 200 mg L (0.2447 + 0.0027 Ul/mgprot) S€
obtuvo el mayor actividad (Tabla 8). Estos resultados indican que la CAT podria
estar actuando en el sistema de eliminacion de las ERO; por lo tanto, el
mantenimiento y / 0 aumento de su actividad y / o de su expresion es esencial para
evitar dafos en los compartimentos celulares, especialmente cloroplastos y

peroxisomas (Silva et al., 2019).

Estos resultados coinciden con lo observado en los zimogramas que
permiten observar isoformas de CAT, en la figura 4A se muestra una isoforma de la

enzima tanto en raiz como en plumula, la cual fue mas activa en la parte aérea de

la plantula.
A) ISOFORMAS DE CAT B) GUAYACOL PEROXIDASA
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Figura 4 . Zimograma de la actividad de las isoenzimas A) catalasa y B) guayacol peroxidasa, de
plantulas de Cucumis sativus L. expuestas a NPsZnO.

La CAT enzima es esencial para minimizar la acumulacion de ERO durante
la fotorrespiracidon, especialmente en condiciones de estrés abiotico, cuando este
proceso se intensifica fuertemente (Silva et al., 2019). En literatura se reportan que
la actividad CAT se redujo significativamente a 98.8, 86.9, 84.8, 82.1 y 70.2% en
tejidos foliares cuando se aplic6 NPsZnO (25, 50, 75, 100 y 200 mg L) en

comparacion con el control, se observé que al aumentar las concentraciones de



NPszZnO en el medio, el nivel de actividad CAT disminuyé significativamente y la

reduccion maxima se observé a 200 mg L 2.

Desai et al. (2015), observaron la fitotoxicidad de la adicion de diferentes
concentraciones de NPs ZnO (50, 100, 200, 400 y 1000 mg/L) en plantulas in vitro
de S. rebaudiana, encontrando que la maquinaria antioxidante enzimatica fue

activada, con 1000 mg/L obtuvieron la mayor actividad de CAT y SOD.

Adicionalmente se estudié el patron de isoenzimas de guayacol peroxidasas
(POX) mediante analisis PAGE nativo y se observo un total de 3 isoformas para la
enzima POX en el patron de bandas de isoenzimas (Figura 4B). Las tres isoformas
se observaron en plantula control (en raices) mientras que en los tratamientos con
NPszZnO, la isoforma 1 fue desapareciendo conforme se incrementaba la
concentracion. La intensidad de la isoforma 2 de POX disminuy0 con respecto a la
concentracion en raices. Sin embargo, en la parte aérea el comportamiento fue
contrario, la isoforma 1 y 2 aparecié conforme incremento la concentracion de
NPsZnO.

Se sabe que la presencia de nanoparticulas dentro de las células vegetales
puede comportarse de manera similar a los iones metalicos y reaccionar con los
grupos sulfhidrilo, carboxilo y, alterando la actividad de la proteina (Hossain et al.,
2015). En este estudio, el patron de isoenzima de peroxidasa revelé que la adicion
de NPszZnO provoco la sobreexpresion de una de las isoformas de POX. Los
resultados en este documento sugieren que la produccion excesiva de isoforma en
particular puede estar involucrada en evitar la toxicidad inducida por el estrés

oxidativo ocasionado por las nanoparticulas.

Los metales pesados causan la generacion de ERO que posteriormente
desencadenan el nivel de enzimas antioxidantes, incluidos CAT, APXy POX como

mecanismo regulador para proteger a las células vegetales del estrés oxidativo. La



CAT, APX y POX se activaron efectivamente en las plantas tras la adicion de
NPsZnO. Estos resultados concuerdan con los hallazgos anteriores en otras plantas
(Malar et al., 2014b, Tripathi et al., 2015, Manikandan et al., 2016). Hernandez-
Viezcasa et al., (2011) observaron que las NPsZnO aumentaron la actividad CAT y
APX en Prosopis juliflora-velutina. Krishnaraj et al., (2012) informaron que se
encontré6 que los niveles de CAT y POX eran significativamente altos bajo la
exposicion a nanoparticulas de plata en B. monnieri. Trujillo-Reyesa et al., (2014)
observaron una mayor actividad de CAT en plantas de lechuga tratadas con
NPsFe203.

3.5 ENSAYO DE GERMINACION DE SEMILLAS DE PEPINO BAJO ESTRES
POR NPsAg.
De igual manera se determiné la calidad fisiologica de la semilla de pepino bajo

diferentes concentraciones de NPsAg (0, 50, 100, 200 mg L), analizando los
cambios inducidos por este nanomaterial, en el vigor de la semilla en relacion a su
germinacion y morfologia de las plantulas, dentro de los parametros estipulados en
la metodologia (ISTA, 2014). Los resultados obtenidos mostraron diferencias
significativas que con el tratamiento de las NPsAg; el porcentaje de germinacion
disminuyd un 6 % al aumentar la concentracién a 200 mg L™ (94 + 2.52 %) respecto
al control (100 + 0 %); sin embargo, a concentraciones de 50 y 100 mg L no se
observo ningun cambio. Por otro lado, el porcentaje de vigor de germinacion
incremento un 7% en el tratamiento de 100 mg L (85.60 + 2.04 %) en comparacion
con el control (78.40 + 2.04%). Esto cambios observados, pueden deberse a que
las NPsAg interfieren con las actividades de ciertas enzimas hidroliticas, requeridas

durante el proceso de germinacion (Gupta et al., 2018).

Thangavelu et al., (2019) demostraron que las NPs Ag son capaces de romper
la dormancia de semillas de Withania somnifera incrementando el porcentaje de
germinacién en 50 %, este porcentaje se mejor6 con respecto a diferentes
tratamientos con giberelinas y otros compuestos inductores de germinaciéon. De
acuerdo con la literatura se menciona que las NPsAg forman complejos con la

cubierta de la semilla que permiten el paso de agua, mejorando su absorcién o



activacion de enzimas necesarias para el proceso de germinacion, mejorando la
actividad de a-amilasa, producen mas especies reactivas de oxigeno e inciden en
la hidrolisis del almidén para mantener el crecimiento del embrion, que da como

resultado de una semilla vigorosa (Mahakham et al., 2017; Lawar y Raskar, 2014).

Tabla 9. Comparaciones de medias de las variables evaluadas en el ensayo de
germinacion de semilla de Cucumis sativus L. embebidas en suspensiones de

NPsAg.
VIGOR DE
CONCENTRACION GERMINACION GERMINACION
(mgL™) (%) (%)

0 100£0b 78.401+2.04a
50 100£0b 83.20+2.33 ab
100 100£0b 85.60+2.04 b
200 94+252a 83.20+2.33 ab

V% 2.28 5.93

a,b,c= niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad (Duncan, p < 0.05, < 0.01) TNPs= tipo
de nanoparticula, CV= coeficiente de variacion, vigor de germinacion= plantulas normales al primer
conteo, germinacién= plantulas normales al segundo conteo.

Almutairi y Alharbi (2015) evaluaron el efecto de NPs Ag sobre la germinacién
de tres especies de plantas: maiz, sandia y calabacita, en donde las NPs Ag
mejoraron la tasa de germinacion para las tres plantas; ademas de incrementar el
porcentaje de germinacion para plantas de sandia y calabacita en comparacién con

semillas no tratadas.

Por otro lado, Thuesombat y colaboradores (2014) reportaron que a
concentraciones de 100 y 1000 mg L* de NPsAg inhibieron el crecimiento del brote
y de la raiz en plantas de arroz. En general, la toxicidad de las NPsAg depende de
propiedades como el recubrimiento, diametro, forma, area y carga superficial y de

la especie de planta (Haghighi y Silva, 2014; Scherer et al., 2019).



En el largo de la plumula (LP) se obtuvo una diferencia significativa (p > 0.01),
en el tratamiento con 100 mg L (7.21 + 0.1 cm), siendo sus plantulas 1.33 veces
mas altas con respecto al control (5.42 + 0.21 cm; Tabla 10). Por otro lado, el largo
de la raiz presento un comportamiento similar siendo las concentraciones de 100 y
200 mg L, las que incrementaron su longitud 3.6 veces mas (17.14 + 0.34 cm;
14.62 + 0.21 cm) con respecto al control (4.67 + 0.24 cm).

Las NPsAg tienen efectos significativos sobre el crecimiento y el rendimiento
de las plantas de cultivo que dependen de la superficie, el tamafio y la estabilidad
de la proteccion (Lu et al., 2010). Los resultados demostraron que la exposicién a
NPsAg puede incrementar la germinacion de las semillas, el crecimiento de las
raices y del vastago, pero al incrementar las concentraciones redujeron el
crecimiento tanto en raiz como en vastago esto conlleva que a mayores

concentraciones exista presencia de toxicidad.

Tabla 10. Comparaciones de medias de las variables evaluadas en el ensayo de
germinacion de semilla de Cucumis sativus L. embebidas en suspensiones de

NPsAg.
LR LV
CONCENTRACION (cm) (cm)
mg L?
0 4.67+0.24a 5.42+0.21a
50 10.26 £0.18 b 6.74+0.25 bc
100 17.14 +0.34 d 7.21+0.1c
200 14.62+0.21c  6.46%0.18b
CV% 4.79 6.58

a,b,c= niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad (Duncan, p < 0.05, < 0.01)
TNPs= tipo de nanoparticula, CV= coeficiente de variacién, LMR= longitud media de raiz,
LMV= longitud media de vastago.

Zuverza-Mena y colaboradores (2016), evaluaron el efecto de las NpsAg en
el alargamiento de plantulas de radbano (Raphanus sativus) donde hubo una

reducciéon en el alargamiento de la raiz (r’= 0.9626) que alcanzé significacion



estadistica en plantulas expuestas a 250 y 500 mg / L con respecto al control. Las
reducciones porcentuales en los dos tratamientos fueron 27.3 y 47.7%,
respectivamente. Ademas, la longitud de la raiz de las plantulas expuestas a 500
mg / L (5.2 cm) fue estadisticamente menor en comparacion con la longitud de las
raices expuestas a 250 mg / L (7.2 cm). Sin embargo (Fayez-K et al., 2017)
mostraron en su experiento que el tratamiento con NPsAg de 0.1 mM caus6 un
aumento en los brotes y la longitud de las raices de las plantulas de cebada, este
aumento puede atribuirse a la mejora de algunas actividades enzimaticas. Sin
embargo, las NPsAg a 0.5y 1 mM disminuyeron la longitud de la raiz y el brote, con

una reduccion mas notable en la longitud de la raiz que el brote.

Al-Hugail y colaboradores (2018) reportaron resultados similares con
plantulas de Lupinus termis expuestas a NPsAg observaron que a concentraciones
superiores a 100 mg L causaban una disminucién estadisticamente significativa
en la longitud de la raiz y el brote que la inhibicion de los parametros de crecimiento
de las plantulas se han considerado como el indicador principal de la fitotoxicidad
de NPsAg, especialmente con concentraciones altas. Song et al., (2013)
demostraron que las NPsAg tenian efectos negativos en el crecimiento de laraiz de
paltas de tomate incluso en la concentracion mas baja utilizada en su ensayo (50

mg L1).

Diversos estudios han referido que estos efectos de elongacion se deben a
la regulacion positiva que tienen las NPsAg en proteinas como la CDK-2 (ciclo de
division celular quinasa-2), 1,6-bisfosfato aldolasa, protoclorofilida oxidorreductasa.
También a la expresién de genes implicados en el metabolismo celular, IAA-8
(proteina 8 de acido acético de indol), RD22 (sensible a la deshidratacion) y NCED3
(dioxigenasa de 9-cis-epoxicarotenoide) (Siddiqui et al., 2015). Por otro lado, se han
registrado impactos negativos de las NPsAg en la germinacion de semillas de: arroz,
cebada, frijol y nabo, los cuales son dependientes de la dosis (Thuesombat et al.,
2014; Thiruvengadam et al.,, 2014; El-Temsah y Joner 2012). En Arabidopsis

thaliana, la inhibicion del alargamiento de la raiz en las plantulas es mediada por la



activacion de ACC (&cido aminociclopropano-1-carboxilico) que tiene un efecto
cascada sobre varias enzimas que inhiben la biosintesis de etileno (Siddiqui et al.,
2015).

3.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE NO ENZIMATICA.
3.6.1 CUANTIFICACION DE PROLINA.

Las NPsAg increment6 el contenido de prolina 1.16 veces (22.71 + 0.7 mg-g
1) més la raiz se a una concentracion elevada comparado con el control (20.33 +
0.89 mg-g) a una concentracion de 200 mg L. Estos resultados pueden deberse
a que la prolina se acumula en grandes cantidades, cuando las plantas estan
expuestas al estrés. En lo que corresponde a cantidad de prolina en vastago, se
reporta también que a la misma concentracion incrementd 1.04 veces mas (29.85 +
0.61 mg-g*) comparado en el control (28.67 + 0.91 mg-g*), cabe mencionar que la
prolina es un indice excelente del estrés existente experimentado por la planta, ya
gue el nivel de prolina disminuye después de disminuir los niveles de estrés en la

célula.

Tabla 11. Cuantificacién de prolina en plantulas de Cucumis sativus L. expuesta a

NPsAg.
CONCENTRACION ~ CANTIDAD PROLINA CANTIDAD PROLINA
(mg L) RAIzZ PLUMULA
(mg-g™) (mg-g™)

0 20.33 +0.89 bc 28.67 +0.91 ab

50 17.94 + 1.07 ab 26.98 +1.08 a
100 15.97+0.92 a 28.08 +0.62 ab
200 22.71+0.7 ¢ 29.85+0.61a
% 16.29 10.19

a,b,c= niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad (Duncan, p < 0.05, < 0.01) TNPs= tipo
de nanoparticula, CV= coeficiente de variacion.



En estudios similares con plantas de trigo (Triticum aestivum L.) y frijol (Vigna
radiataL) se ha asociado el incremento del contenido de prolina con toxicidad
inducida por las NPsAg (Barbasz et al., 2016; Nair et al., 2015). Sin embargo,
Sharma y colaboradores (2012) sefialaron que el contenido de prolina disminuy6
drasticamente en las plantulas tratadas con concentraciones variables de NPsAg,
sus resultados demostraron por primera vez que la presencia de NPsAg en los
medios de crecimiento puede mejorar el crecimiento de las plantulas de B. juncea

al mejorar su estado antioxidante.

3.6.2 DETERMINACION DE CLOROFILA

La clorofila tiene un papel esencial en la fotosintesis, ya que actua como el
centro de captura de luz, por lo que cualquier alteracion en la clorofila podria afectar
el crecimiento de la planta de manera perjudicial (Reddy et al., 2018). Los resultados
mostraron diferencias significativas (P<0.05) en las variables de clorofila a, b y el
total. Respecto a la variable de clorofila A, el tratamiento que tuvo el valor mas
elevado fue a una concentraciéon de 100 mg L (7.38 £ 0.97 mg-g*) comparada con
el control (3.03 + 0.08 mg-g') mostrando que al ir incrementando las
concentraciones estos pigmentos fueron disminuyendo. La clorofila B presento el
valor mas alto con el tratamiento de 100 mg L (6.36 + 0.78 mg-g™), por lo tanto,
se obtuvo la variable total con un rango de diferencia de 3.53% (5.36 + 0.51 mg-g™)
comparado con el control (1.83 + 0.07 mg-g?), tomando en cuenta que al elevar las
concentraciones de NPsAg a 200 mg L* disminuye el contenido de clorofila en los

parametros evaluados.



Tabla 12. Cuantificacién de clorofila en plantulas de Cucumis sativus L. bajo

estrés con NPsAg.

CONCENTRACION CLOROFILAA CLOROFILA CLOROFILA

mg L? (mg-g?) B TOTAL
(mg-g) (mg-g)
0 3.03+0.08 a 2.07+0.08 a 1.83+0.07a
50 6.88+0.23 b 5.74+0.73 b 4.82+0.48b
100 7.38+0.97 b 6.36+0.78 b 5.36+£0.51B
200 4.69+0.65a 3.47+0.55a 3.06+0.49a
cv% 27.8 27.34 27.34

a,b,c= niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad (Duncan, p < 0.05, < 0.01) TNPs= tipo
de nanoparticula, CV= coeficiente de variacion.

Los resultados obtenidos para el contenido de clorofila coinciden con los
reportados por Razzagq et al., (2015), quienes en trigo cultivado in vitro encontraron
gue la clorofila total aumento significativamente a concentraciones de 25, 50 y 100
mg L — 1 de AgNPs. Por otro lado Salama (2012), reporto en frijoles (Phaseolus
vulgaris) y maiz (Zea mays) que la aplicacion de 60 mg L-1 de NPsAg promovio el
crecimiento y el contenido de clorofila. En el frijol mungo (Vigda radiata) Saeideh et
al., (2014), reportaron un aumento en el contenido de clorofila a concentraciones de
50 mg L - * de NPsAg.

En la literatura se reporta resultados similares donde se expone el efecto de
las NPsAg sobre el crecimiento y los parametros bioquimicos del trigo (Triticum
aestivum L.) la aplicacion de 5 mM de NPsAg aumentd significativamente el
contenido total de clorofila en comparacion con el control, sin embargo a 10 mM
junto con estrés salino se registro el valor mas bajo (Mohamed et al., 2017). Al igual
gue recientemente se reportd un aumento en el contenido de pigmentos
fotosintéticos en los brotes de vainilla y cafia de azucar tratados con NPsAg, este
efecto probablemente se debid al aumento en las concentraciones de N, Mg y Fe
en los tejidos vegetales expuestos a NPsAg, ya que estos elementos estan

asociados con la clorofila (Spinoso-Castillo, J. L. et al.2017; Bello-Bello, J. J. et al.,



2017). Siendo el N es esencial en moléculas como la clorofila, las proteinas y los
acidos nucleicos, mientras que el Mg es necesario para las reacciones que
involucran trifosfato de adenosina (ATP) y se encuentra en el resto de porfirina de
la molécula de clorofila, mientras que el Fe es importante en el grupo catalitico de

las enzimas redox.

Algunos autores han informado que las NPsAg mejoraron la eficiencia
cuantica del fotosistema en algas verdes (Chlamydomonas reinhardtii) (Matorin et
al., 2013) y el fotosistema Il en mostaza marrén (Brassica juncea) (Sharma et al.,
2012). El conocimiento sobre las interacciones de las NPsAg con la maquinaria
fotosintética proporciona conocimiento sobre el estrés oxidativo inducido por el

material y el sistema de defensa antioxidante en las plantas.

3.7 ACTIVIDAD ENZIMATICA ANTIOXIDANTE
Los resultados muestran diferencias significativas en ambos parametros

evaluados. Reportando que la respuesta que se obtuvo del contenido de proteina
en raiz, se mostro una pequefia diferencia entre las concentraciones, indicando que
con 200 mg L se obtuvo el valor mas elevado de proteina (35.13 + 0.08 Mgprot/Jtej)
con un 14 % de diferencia con respecto al control (21.04 = 0.14 mgprot/Qtej). EN cuanto
al comportamiento de proteina en vastago se hace notar que a una concentracion
100 mg L1 (52.7 £ 0.16 mgprot/gtej) S€ Obtuvo el valor mas elevado con una diferencia
aproximada del 18 % superando al control (34.3 £ 0.7 mgprot/gtej). Cabe mencionar
gue el aumento de proteinas en ciertas concentraciones sugiere el limite de dosis

Optimo para crecimiento de plantas.



Tabla 13. Efecto de las NPsAg en el contenido de proteina de plantulas Cucumis

sativus L.
CONCENTRACION CANTIDAD PROTEINA CANTIDAD PROTEINA

mg L RAIZ VASTAGO
(MGprot/ Grej) (MYprot/Gre))
0 21.04+0.14 a 343+0.7a

50 31.47+£0.09b 50.92+0.57 b

100 31.99+0.04 c 52.7+0.16 ¢

200 35.13+0.08 d 52.02+0.3 bc

cv% 0.94 3.04

a,b,c= niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad (Duncan, p < 0.05, < 0.01) TNPs= tipo
de nanoparticula, CV= coeficiente de variacién.

Latif, HH y colaboradores (2017) reportaron que el efecto de los NPsAg sobre
el contenido de proteinas de la planta de trigo fue significativo.La aplicacion de
NPsAg sintetizados a partir de O. basilicuma concentraciones de 20, 40 y 60 mg L"
lindujo un aumento significativo en el contenido de proteinas de las plantas de trigo.
Mientras tanto, que la aplicacion de NPsAg sintetizados a partir de M. indica a 20 y
40 mg L*? indujo un aumento significativo en comparaciéon con el control. Sin
embargo, a 60 mg L'* de NPsAg se mostré una reduccion significativa del contenido

de proteinas.

Resultados similares fue lo que reporté Salama, HM (2012) sefalé en su
investigacion el efecto de las NPsAg a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 mg
Lt donde se evalué6 en el contenido de proteinas del frijol (Phaseolus vulgaris) y el
maiz (Zea mays) fueron significativos. La aplicacion de NPsAg en concentracion de
20, 40 y 60 mg L caus6 un aumento en contenido de proteina de las dos plantas
probadas. A los 60 mg L' se mostré un aumento significativo en el contenido de
proteina (30% para frijol comun y 24% para maiz) con respecto al control. Por otro
lado, a una dosis de 100 mg L1, disminuye significativamente (32% para frijol comuln

y 18% para maiz) con respecto al control.



Las NPsAg tuvieron un efecto también en las actividades enzimaticas
antioxidantes, en la tabla 14 se muestra la comparacion de medias de la
cuantificacion de la actividad de APX y CAT con diferencias significativas (P<0.05).
La actividad de APX en raiz incremento en promedio 1.19 veces en comparacién
con el control (0.36 = 0.01 Ul/mgpot), sin diferencias significativas entre
concentraciones de plata, mientras que en el vastago se presentd un aumento
significativo al aumentar la concentracion a 100 y 200 mg L*(0.48+ 0.01, 0.49 +
0.01), marcando una diferencia de 1.13 veces mayor comparado con el control (0.43
+0.01).

Tabla 14. Cuantificacién de actividad enzimaticas antioxidantes de plantulas de
Cucumis sativus L. expuestas a NPsAg.

CONCENTRACION APX RAIZ APXVASTAGO CATRAIZ CATVASTAGO

(mgL™) (Ul/mgprot) (Ul/mgprot) (Ul/mgprot) (Ul/mgpror)
0 0.36+0.01a 0.43+0.01a 0.10+0.01a 0.16 £0.01 ab

50 0.43+0.01b 0.45+0.01a 0.12+0.01b 0.18+0.01b
100 0.44+0.01b 0.48+0.01b 0.17+0.01b 0.20+0.02b
200 0.45+0.01b 0.49+0.01b 0.23+0.01c 0.25+0.02 a

a,b,c= niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad (Duncan, p < 0.05, < 0.01) TNPs= tipo
de nanoparticula, CV= coeficiente de variacion.

Gupta y colaboradores (2018) reportaron el efecto de NPsAg en plantulas de
arroz (Oryza sativa L., cv. Swarna) en condiciones in vitro, en las cuales se demostro
un aumento repentino en las actividades de las enzimas CAT, APX y GR, de, 1.36,
2.18 1,25 veces, respectivamente, sobre el control tras la exposicién a 10 mg L.
La magnitud del aumento en el nivel de actividad de CAT no se modificd
significativamente con la creciente concentracion de NPsAg. Sin embargo, la

actividad de APX se redujo en adelante 20 mg L* de NPsAg.



Varga y colaboradores (2018) reporto el efecto de las NPsAg sobre plantas
de lenteja de agua Lemna gibba demostrando que la actividad de (APX) muestra un
efecto significativo de la actividad APX mas alta se midié después de 24 h de
tratamiento con 1 mg L-! Ag cuando estaba un 93% por encima del valor de
control. La comparacion de la actividad APX dentro del tratamiento con una
concentracion del mg Len diferentes puntos de tiempo mostré que la actividad
enzimatica disminuyd después de 48 h, aunque este valor todavia era

significativamente superior a la actividad en las muestras de control (70% mas).

Se muestran los resultados del andlisis de comparacién de medias (Cuadro
14), donde se observaron diferencias altamente significativas (p<0.01) en las
variables de la actividad de CAT en raiz y en vastago con diferentes 200 mg L de
NPsAg, incrementando (0.23 £ 0.01 Ul/mgpret) Mmostro diferencia con un 2.3 veces
su actividad en la raiz con respecto al control (0.10 = 0.01 Ul/mgprot) Y de 1.5 veces
mas (0.25 £ 0.02 Ul/mgpret) comparado con el control (0.16 + 0.01 Ul/mgprot). ESto se
debe que las catalasas son enzimas altamente activas y en un intento por controlar
los niveles de ROS, se producen mecanismos de defensa, como la sobreexpresion

de enzimas antioxidantes (Puac et al., 2018).

Estos resultados coinciden con lo observado en los zimogramas en donde se
observa una mayor actividad de CAT conforme se incrementa la concentracion de
NPsAg (figura 5). También se puede distinguir una isoforma de la enzima tanto en

raiz como en vastago.

En la literatura se reportan estudios similares donde la exposicion de diversas
especies de plantas a NPsAg incrementa la actividad de CAT esto podria deberse
a una mayor produccion de ERO (KHAN et al., 2019; Homaee et al., 2016; Galazzi,
RM et al., 2019). De igual marera se reporta los efectos de la exposicion de NPsAg
con semillas de Soja se detecté un aumento en la actividad de CAT en comparacion
con sus controles respectivos, para la soja NT, el cultivo con NPsAg condujo a un

aumento de 33% y 23% en actividad de CAT, respectivamente. Para la soja T, el



cultivo con NPsAg aumentaron la actividad de CAT en 98% y 47%, respectivamente.
Los resultados sugieren que la soja T mostré una mayor respuesta en términos de
actividad de CAT a ambos tipos de cultivo que la soja NT.

A) ISOFORMAS DE CAT B) GUAYACOL PEROXIDASA
RAIZ VASTAGO , )
RAIZ VASTAGO
oNe) oNe)
00 S 00d 038 38
0~ (N ow~—~W\N O ~—A\N O~

Figura 5. Zimograma de la actividad de las isoenzimas A) catalasa y B) guayacol peroxidasa, del
cultivo de Cucumis sativus L.tratadas con NPsAg.

Adicionalmente de analizo el patrén de isoenzimas de guayacol peroxidasas
(POX) mediante analisis PAGE nativo y se observo un total de 4 isoformas para la
enzima POX en la plimula (figura 5) las cuales con el incremento de la
concentracion de NPsAg fueron desapareciendo, en la raiz solo se puedo apreciar

una isoforma que tuvo el mismo comportamiento.

Vishwakarma y colaboradores (2017) inform6 que CAT y POX son enzimas
gue juegan un papel importante para garantizar la proteccién contra la oxidacion,
dafos en plantas expuestas a tratamientos con NPsAg. Mientras tanto (Fayez et al.,
2017) menciondé que la actividad POX de las hojas de cebada aumento
significativamente debido a los tratamientos con NPsAg. En respuesta a 0.5y 1.0
mM, las actividades de POX aumentaron en 21.2 y 26.5%, respectivamente, en
comparacion con el control. En respuesta a NPsAg 0.5 mM, la actividad POX
aumento en 41.5% en comparacion con el control. Sin embargo, con el tratamiento

con NPsAg 1 mM, la actividad POX fue aproximadamente igual a la del control.



4. CONCLUSIONES

La aplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc (NPszZnO) y de plata
(NPsAg) son efectivas como promotores del vigor y germinacion en semillas de
Cucumis sativus L. a bajas concentraciones (<200 mg L™). Este proceso fue
mediado por la produccion controlada de ERO a través de los sistemas

antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.

La disminucién de la germinacion y del porcentaje de vigor se encontrd
relacionada con la induccién de estrés oxidativo causado por la aplicacién de altas
concentraciones de nanoparticulas (200 mg L) que llevé al deterioro de pigmentos,

proteinas e inactivacion del sistema enzimatico antioxidante.
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6. ANEXOS

Anexo 1. Curva de imbibicion.
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Anexo 2. Curva de calibracién de proteina.
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