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RESUMEN

Actualmente, el uso de nanoparticulas de ingenieria en todos los sectores
de la economia ha incrementado constantemente, ya que encuentran una infinidad
de aplicaciones en campos como la electronica, desarrollo de materiales y la
biologia. En la dltima década, el uso de nanoparticulas metélicas (NPs) en la
agricultura  ha incrementado exponencialmente con la aplicacion de
nanofertilizantes y nanoplaguicidas, lo que ha llamado la atencion de los
investigadores en el area, ya que representan un gran avance para la aplicacion
de fertilizantes, debido a que son una de las opciones més efectivas para una

mejora considerable del rendimiento agricola.

En la actualidad, existe una gran cantidad NPs metdlicas como las de
hierro, cobre, cerio, plata, zinc y titanio que son aplicadas como fuente importante
para la preparacion de fertilizantes y pesticidas. Entre las NPs que se
mencionaron anteriormente, destacan las nanoparticulas de oxido de zinc (NPs
Zn0), ya que se consideran seguras para la aplicacion a especies bioldgicas,
debido a que el zinc (Zn) juega un papel importante en las funciones de la planta,
modifica los efectos de las auxinas a través de la regulacion de la sintesis de
triptéfano y actiia como cofactor en las enzimas redox, por lo tanto, la liberacion
gradual podria impactar positivamente en el crecimiento de las plantas. Sin
embargo, existe poca informacién sobre el efecto de las NPs ZnO en la

germinacion, crecimiento de plantas y desarrollo de los cultivos.

Por lo anterior, para mejorar el conocimiento sobre el impacto de las NPs
ZnO en los cultivos, se utiliz6 como modelo de respuesta semillas de chile
habanero (C. chinense) para evaluar los efectos de las NPs ZnO a
concentraciones de 0, 100, 200, 300 y 400 mg L™ en la germinacién y el vigor de
las semillas. Para cumplir con lo anterior, se establecié un bioensayo para pruebas
de germinacion de semillas, los parametros evaluados fueron; vigor, germinacion,
plantulas anormales (PA), semillas sin germinar (SSG) y peso seco (PS)

expresado en mg plantula™.
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Los resultados del trabajo de investigacion indicaron, que las
concentraciones a 100 y 200 mg L™ estimularon el vigor y la germinacién, ademas
de incrementos en la acumulacion de matera seca (PS), mientras que las
concentraciones mas elevadas (300 y 400 mg L™), afectaron el desarrollo de los
pardmetros asociados con la calidad fisiologica de las semillas, reducciones
asociadas con la fitotoxicidad que pueden generar las NPs metalicas.

Palabras clave: Nanotecnologia, o6xido de zinc, vigor, germinacion.



l. INTRODUCCION

La nanotecnologia (NT) se enfoca al disefio, creacion, sintesis,
manipulacion y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas a nano escala
(menos de 100 nm) (Buzea et al., 2007; Walker y Bucher 2009). Cualquier
material, cuando esté a escala nanométrica presenta nuevas propiedades que son
diferentes a las de los materiales convencionales, debido a su pequefio tamafio y
elevada relacion superficie volumen, expresada en mayor reactividad quimica y
energia superficial, con alta movilidad en el cuerpo de un organismo incluyendo la

entrada celular (Yank y Vardar, 2015).

La NT desempefia un papel importante en la formulacion de productos con
ingredientes activos de tamafio nanométrico, que permiten un aumento de la
productividad agricola. Actualmente, se est4 desarrollando una variedad de
nanoparticulas metalicas tales como el hierro (Fe), el cobre (Cu), la plata (Ag), el
zinc (Zn) y los polimeros a base de 6xido metalico, incluyendo 6xido de zinc
(Zn0O), diéxido de titanio (TiO,) y los nanotubos de carbono (NTc), para usos
agricolas, ya que tienen el potencial de utilizarse como fertilizantes (Liu y Lal,
2015). Entre los diversos metales, las NPs de ZnO desempefian un papel muy
importante en los procesos bioquimicos, fisiolégicos y anatomicos de las plantas
(Zafar et al., 2016).

El Zn es considerado un micronutriente esencial para el crecimiento y la
mejora en el desarrollo de las plantas, ya que desempefia la posicion mas
importante en varias rutas metabolicas, participando en el metabolismo de
hormonas al regular el nivel de auxinas a través de la sintesis de aminoacido
triptofano y es esencial para activar varias enzimas como el superoxido dismutasa
y deshidrogenasas (Narendhran et al., 2016). A la fecha, las NPs ZnO encuentran
una gran diversidad de aplicaciones, tales como filtros solares, productos de
cuidado personal, electrodos, iosensores y en la produccion de alimentos. Por otra

parte, se menciona que estas NPs tienen un potencial de aplicacion como agentes



bacteriostaticos y pueden usarse para controlar la propagacion e infeccion de
diversos patdégenos como Penicillium expansum, Bortrytis cinerea, Aspergillus
flavus, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Fusarium culmorum (Raskar y
Laware, 2014). También, algunos autores han sefalado que la aplicacion de NPs
ZnO incrementa la germinacion y el vigor de las semillas (Burman et al., 2013). El
efecto positivo de las NPs ZnO en las plantas incluye un mayor porcentaje de
germinacion, incremento en la longitud de plimula y radicula, mayor acumulacién

de biomasa, debido a una mayor actividad fotosintética (Razzaq et al., 2015).

Por otra parte, se menciona que el efecto de las NPs ZnO depende de las
concentraciones y varia de planta a planta (Elizabath et al., 2017); sin embargo, la
informacion relacionada con el efecto de las NPs ZnO en la germinacion de
semillas de chile habanero es casi inexistente. Por lo anterior, este trabajo
determind el impacto de las NPs ZnO puras en la germinacion y el vigor de

semillas de Capsicum chinense.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo general
Determinar el impacto de las NPs ZnO a diferentes concentraciones, en
parametros asociados con la calidad fisiologica en semillas de chile habanero (C.
chinense).

1.1.2. Objetivos especificos

Evaluar el efecto de las NPs ZnO en concentraciones de 0, 100, 200, 300 y

400 mg L™ en el vigor, germinacién y la acumulacién de materia seca.



1.2. Hipotesis

H1: La aplicacion de NPz ZnO durante el proceso de imbibicién de las
semillas de C. Chinense influye en el metabolismo de la semilla, estimulando la

germinacion y el vigor (acumulacion de materia seca).

Ho=: La aplicacion de NPz ZnO durante el proceso de imbibicion de las
semillas de C. Chinense no influye en el metabolismo de la semilla, ni estimula la

germinacion y el vigor (acumulacion de materia seca).



Il REVISION DE LITERATURA

2.1. Aplicacion de la nanotecnologia en la agricultura

En la dltima década, el uso de nanomateriales en practicas agricolas como
nanofertilizantes y los nanoplaguicidas ha ganado mucha atencion. El desarrollo y
la aplicacion de fertilizantes como nanoparticulas (NPs) son una de las opciones
mas efectivas para una mejora considerable del rendimiento agricola. Las
nanoparticulas de oOxido de zinc (NPs ZnO) y oxido de cobre (NPs Cu) se
consideran un material bioseguro para las especies biolégicas. Estudios
anteriores, han demostrado efectos positivos de las NPs ZnO durante la
germinacion de semillas y el crecimiento de las plantas, asi como la mejora en el
rendimiento y la calidad de los frutos (Rossi et al., 2018). Sin embargo, en la
literatura actual existe controversia ya que se han reportado efectos positivos y/o
negativos sobre el crecimiento y el metabolismo de las plantas en diferentes

estados fenologicos (LOopez-Moreno et al., 2010).

La agricultutra tradicional ha utilizado fertilizantes convencionales o
quelatos de EDTA-Zn para aplicaciones foliares y dirigidas al suelo, sin embargo,
la eficacia es baja, debido a que son lixiviados, degradados por fotdlisis, hidrdlisis
y descomposicion (Fageria et al.,, 2009). Por lo tanto, la absorcion de los
nutrimentos por las plantas parece estar determinada por la fuente de
micronutrientes, para afrontar este problema se requiere reducir las pérdidas de
nutrientes en la fertilizacion y mejorar el rendimiento del cultivo con el uso de

nuevas técnicas y sus aplicaciones en mejoras a la fertilizacion.

La nanotecnologia, con el uso de NPs esta proporcionando avances en
las estrategias de nutricion de las plantas (Liu y Lal, 2015). Las principales
ventajas de los fertilizantes a escala nanométrica (1-100 nm) son los puntos de
impacto debido a su pequefio tamafo, que podrian mejorar la interaccion y la

captacion de micronutrientes en la fertilizacion de cultivos (Elizabath et al., 2017).



Las aplicaciones foliares con nanofertilizantes han demostrado ser convenientes
porque pueden suministrar nutrimentos a las plantas de manera gradual y mas
controlada que los fertilizantes convencionales (Prasad et al., 2012). Otra ventaja
de utilizar nanofertilizantes es que la aplicacion se puede hacer en cantidades mas

pequefias que los fertilizantes convencionales (Davarpanah et al., 2016).

2.2. Efecto de las NPs ZnO en el desarrollo de los cultivos

El impacto de las NPs ZnO se ha evaluado en diversos cultivos. Un
estudio realizado por Rossi et al. (2018) demostro que la aplicacion foliar de NPs
ZnO influyd positivamente en el crecimiento y la fisologia de plantas de café
(Coffea arabica L.), con efectos mas favorables que las sales de Zn (ZnSQ,),
principalmente debido a su mayor capacidad para penetrar en la hoja. Otra
investigacion realizada en arboles de granada (Punica granatum cv. Ardestani)
mostr6 que la fertilizacion foliar con cantidades relativamente bajas de
nanofertilizantes de Zn y B incrementd el rendimiento y la calidad de los frutos,
incluyendo aumentos en los azucares del jugo e incrementos en el indice de

madurez (Davarpanah et al., 2016).

Los efectos de las NPs en las plantas son el resultado del hecho de que los
materiales aplicados como nanofertilizantes cambian sus caracteristicas fisicas,
guimicas y biolégicas, asi como sus propiedades cataliticas, que a su vez, afectan
las actividades quimicas que pueden inducir estrés oxidativo y toxicidad en
plantas, junto con la estimulacién de los sistemas antioxidantes (Qados, 2015). Un
estudio reciente concluyé que la nanotoxicidad depende tanto de la composicién y
concentracion de las NPs, asi como la especie evaluada (Figura 1) (Nhan et al.,
2015).



Figura 1. Categorizacion de los distintos mecanismos de toxicidad que pueden
generar las NPs (Siddiqui et al., 2015).

Las NPs ZnO mejoraron la germinacion, los pigmentos, el azucar y los
contenidos de proteinas con un aumento de las actividades de las enzimas
antioxidantes en diversos cultivos de vegetales (Singh et al., 2013). Las NPs ZnO
tienen un efecto significativo en la epidermis de la raiz y la corteza de Lolium
perenne con la internalizacion de las NPs en los tejidos endodérmicos y
vasculares (Lin y Xing, 2008). Ademas, las NPs ZnO poseen actividad
antimicrobiana contra muchos organismos patégenos como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter jejuni (Xie et al., 2011). El aumento en
el rendimiento esté directamente relacionado con la disminucion en el numero de
microorganismos patdgenos y también con el valor nutrimental del tipo de NPs,
principalmente de micronutrientes esenciales para la planta, como el Zn y Cu
(Servin et al., 2015).

Kopittke et al. (2011) evaluaron el efecto de las NPs ZnO en plantas de
Phaseolus vulgaris y encontraron que entre el 65-85% del zinc se regulaba como
un complejo de zinc-fitato. Los iones de Zn™ activan la enzima fitasa, que puede
estar unida al acido fitico para generar fitato de Zn. El acido fitico es altamente

inestable y, por lo tanto, se estabiliza en forma de una sal metalica. En este caso,
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los iones de Zn libres se unen al &cido fitico a través del oxigeno que da como
resultado complejo de zinc-fitato. Considerando, que solo una fraccion del Zn
disuelto esta biosdisponible y puede ser absorbido y translocado en las diferentes
partes de las plantas, las solubilidad del oxido de Zn depende del pH, por qué es
de naturaleza anfotera y se disuelve tanto en el acido como en medios alcalinos

COmo se muestra a continuacion.

Zn0 + 2HCL - ZnCl, + H,0
Zn0 + 2NaOH - Na, Zn0O + H,0

Por el contrario, Shaw et al. (2014) demostraron que las NPs CuO redujeron
el crecimiento de brotes y raices de las plantulas de Hordeum vulgare, con el paso
del tiempo de manera dependiente de la dosis. También informaron, que las NPs
CuO indujeron la produccion de ROS, el dafio a la membrana y incrementaron la

actividad enzimatica en general.

La biotransformaciéon de las NPs puede aumentar la toxicidad o
desintoxicar el sistema dentro de las plantas (Marslin et al., 2017). Dichas
transformaciones estan relacionadas con la reaccion redox, la sulfuracion, la
fosforilacion y la modificacion molecular (Lowry et al., 2012). La sulfuracion de las
NPs Ag disminuyd la toxicidad en E. coli debido a la menor solubilidad del Ag.S,
del mismo modo, la formacion de AgCl a partir de AgNO3 en presencia de iones
cloruro también tiene el mismo efecto. Las plantas que son expuestas a NPs
pueden absorberlas y translocarlas en diferentes tejidos. Se ha demostrado que la
aplicacion de NPs CuO a plantas de maiz, se redujeron a Cu,0O y Cu,S (Wang et
al., 2012).

2.3. Captacion y acumulacion de NPs

En el medio ambiente, el transporte de las NPs en las plantas es el factor

mas critico para estimar el impacto de estos materiales en el metabolismo de las



plantas. La captaciéon de las NPs depende del desplazamiento, el tamafio de
particula, la composicion quimica, la estabilidad y la concentracion (Pérez-de-
Luque, 2017).

Una de las propiedades més importantes que impactan la absorcion de las
NPs a través de las raices y hojas de las plantas, es el tamafio de las particulas.
Algunos estudios han determinado que existe una selecciéon de tamafio en la
absorcion de las NPs por parte de las plantas. Los iones y el agua pueden
moverse facilmente a través de canales i6nicos y acuaporinas, porque el tamafio
de los iones y las moléculas de agua estan alrededor 0.28 nm, mientras que el
tamafio de los poros de la pared celular fluctia entre 2 y 20 nm (Nair et al., 2010).
Por lo tanto, el efecto de las NPs no solo puede atribuirse a la disolucion del
elemento en la superficie de la raiz o de la hoja, sino también a la captacion de
NPs (eficiencia externa) o la utilizacion de mineral activo de la NPs (eficiencia

interna) en las células (Lough y Lucas, 2006).

Segun Klaine et al. (2008), las caracteristicas superficiales de las NPs
también son importantes por su patrén de agregacion, movimiento en los
ecosistemas acuaticos y terrestres e interacciones con algas, plantas y hongos.
Sabo-Attwood et al. (2012) utilizaron la tecnologia de yu-XRF y TEM, y observaron
que las NPs Au de 3.5 nm fueron absorbidas por las raices de plantas de tabaco,
pero las NPs de 18 nm permanecieron aglomeradas en las superficies externas de
la raiz. Por su parte, Taylor et al. (2014) al utilizar TEM encontraron que las NPs
Ag de 108 nm no fueron absorbidas directamente por las raices de Arabidopsis
thaliana. Asimismo, Slomberg y Schoenfisch (2012) mencionaron que al utilizar
TEM observaron que las NP SiO, de 200 nm podian ser absorbidas por las raices
de Arabidopsis thaliana, aunque se observaron menos particulas a medida que

aumentaba el tamafio de particula (14, 50, 200 nm).

La absorcion y acumulacion de las NPs ZnO (8 nm) en plantulas de Glycine
max fueron examinadas por Lopez-Moreno et al. (2010). La captacion de Zn por



las plantulas de soja fue mayor a 500 mg L™ debido a una menor agregacion,
mientras que en concentraciones altas (1000-4000 mg L™), se formaron
aglomerados de NPs, lo que dificulté el paso a través del poro en la pared celular,
en consecuencia se redujo la absorcion y acumulacion de Zn. En un experimento
con el uso de TEM y u-XRF se evalud la captacion y el transporte dependientes
del tamafio de las NPs TiO; en plantas de trigo (Triticum aestivum), los resultados
de esta investigacion evidenciaron que las NPs con diametros de 36 nm se
acumularon en las raices y se distribuyeron por todo el tejido de la planta sin
disolucién o transfromacion, mientras que las NPs con diametros en el rango de
36 a 140 nm se acumularon en la parénquima de la raiz de las plantas de trigo, lo
cual no les permito alcanzar las haces vasculares y por lo tanto no se translocaron

a los brotes (Larue et al., 2012).

Los resultados del estudio de Wang et al. (2013) demostraron que las
NPs ZnO no se translocaron desde la raiz hasta los brotes de la planta de Vigna
unguiculata, a pesar de la gran cantidad de NPs alrededor de la superficie de la
raiz. Por lo tanto, el coeficiente de transferencia de Zn, que es la fraccién de Zn en
la hoja en comparacién con la raiz, fue bastante bajo. La NPs ZnO en el medio
ambiente se adhieren o disuelven rapidamente en las particulas del suelo, esto
explica la ausencia de NPs ZnO en brotes (Scheckel et al., 2010). Las raices de
las plantas tienen una superficie rugosa debido a la presencia de pelos radicales
que pueden segregar mucilago o moléculas pequefias como los acidos organicos,
y por lo tanto la superficie de la raiz generalmente muestra una carga negativa.
Estas caracteristicas hacen que las NPs con una carga superficial positiva sean
MAas propensas a ser adsorbidas y se acumulen en la superficie de la raiz (Zhou et
al., 2011).

A pesar, de que se han realizado investigaciones relacionadas con la
absorcion de las NPs a través de las raices y hojas, todavia es imposible estimar

el tamafo idoneo para la asimilacion de nutrimentos en forma de NPs por la



planta. Otro factor a considerar, es que los tamafos de las NPs en la rizosfera
son completamente diferentes de los originales.

Para que se produzca la captacion y la translocacion, estos materiales
deben atravesar una serie de barreras fisiologicas desde la superficie hasta los
vasos del xilema, incluida la cuticula de la superficie de la raiz, la epidermis, la
corteza, la endodermis, la banda caspariana y finalmente el transporte hacia arriba
hasta los brotes a través del xilema (Singh et al., 2017). El papel y la composicion
de la cuticula de la superficie de la raiz son similares a los de la cuticula de la
superficie de la hoja. Aun se desconoce si los NPs pueden penetrar en la
superficie de la raiz. Sin embargo, la cuticula esta subdesarrollada en la superficie
de los pelos radiculares y desarrolla puntas radiculares de las raices principales y
secundarias, por lo que las NPs pueden estar directamente en contacto con la
epidermis en estas regiones (Schwab et al., 2016). En la epidermis de la raiz,
existen dos vias basicas para la absorcion de las NPs en la raices de las plantas.
La mayoria de los estudios han propuesto la via apoplastica, en la que las NPs
primero penetran en los poros de la pared celular y luego se difunden en el
espacio entre la pared celular y la membrana plasmatica o pasan a través del

espacio intercelular sin cruzar la membrana celular (Pérez-de-Luque, 2017).

Para entender el transporte de NPs a través del plasmodesma, es
importante entender que los plasmodesmos no son estructuras huecas, la
estructura basica de los plasmodesmos es un canal lineal o ramificado a través de
la pared celular, revestido por la membrana celular. El canal contiene una hebra
denominada desmotubulo del reticulo endoplasmatico (ER) que conecta los ER de
dos células. El espacio entre la membrana celular y el desmotubulo en el que se
transporta la mayoria de los solutos, se denomina manga citoplasmica (Roberts y
Oparka, 2003). ElI desmotubulo y la membrana celular estan conectados por
proteinas, que subdividen el cilindro citoplasmico en varios microcanales de 3 a 4
nm de diametro (Lucas y Jung-Youn, 2004; Roberts y Oparka, 2003). Los

plasmodesmos, debido al tamafio de los microcanales tienen un limite de
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exclusion de tamafio basal (SEL) en tejidos adultos de 3-4 nm, o 580-900
(Roberts y Oparka, 2003).

Las moléculas mas grandes que el SEL basal, incluyendo al ARN,
proteinas, factores de transcripcion y virus de plantas, experimentan cambios
conformacionales en el canal plasmodésmico (Roberts y Oparka, 2003). Dada la
incapacidad de la mayoria de las NPs para sufrir cambios conformacionales, esto
significa que los plasmodesmas, en circunstancias normales, no transportan las
NPs con tamafios mayores de 4 a 43 nm. Sdlo los solutos mas pequefios que el
SEL basal, como los azucares, aminoacidos y/o iones se difunden directamente a
través de los microcanales en el plasmodesma. Los plasmodesmos en células
maduras tienen un diametro de 20 a 40 nm en la region del cuello del cilindro
citoplasmatico y 50 a 60 nm de didmetro en el punto medio mas ancho (Lin et al.,
2008).

Sin embargo, recientemente se ha mencionado un cambio en el
paradigma del plasmodesmo rigido a fluido, dinamico y flexible que subraya la
flexibilidad del SEL. La apertura del plasmodesmo puede ser modificada por calcio
(Roberts y Oparka, 2003), proteinas o virus (Scholthof, 2005) y estrés ambiental
(Dietz y Herth, 2011). Por ejemplo, todos los virus de las plantas se translocan a
través de plasmodesmos, a través de proteinas de movimiento, estas proteinas
dilatan las aberturas de los plasmodesmas en la region del cuello para permitir el
paso de complejos de &cidos nucleicos de proteina virales (Scholthof, 2005). Por
los factores antes mencionados y otros mecanismos, el SEL del plasmodesmo se
puede expandir de 30-40 kDa. Las macromoléculas que poseen un diametro de 10

nm pueden transitar a través de plasmodemos (Larue et al., 2012).

Para las NPs, el valor es menor porque a diferencia de las
macromoléculas la mayoria de las NPs no pueden sufrir cambios
conformacionales (Siddiqui et al., 2015). Ademas, las NPs en si pueden dilatar las

SEL de los plasmodesmos, ya sea directamente o mediante cambios estructurales
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inducidos por NPs (Larue et al., 2012). Por ejemplo, las NPs TiO, rompio los
microfilamentos en las raices del trigo, lo cual permitio el trdnsito de NPs de una
célula a otra con diametros superiores a 420 nm (Larue et al., 2012). En la Figura
2, se muestra un esquema que representa la via de captacion, translocacion y la
acumulacion de NPs en la planta; para una comprension mas detallada se
muestra que la hoja y la raiz tienen vias y mecanismos de absorcion y

translocacién de las NPs (Singh et al., 2017).

Entrada por herida  Agregacion en epidermis foliar
Aplicacion foliar l l l
,,."A‘ a2 ‘\J

Entrada a través de la penetracion de la Entrada a través de los estomas.

cuticula

Via simplastica A través de una lesion Particulas del suelo
(B) Aplicacién a la raiz

NPSZnO ——> # — > +lonzn®* ——> A ZnPO,
Figura 2. Descripcibn general de la via de captacion, translocacion vy
biotransformacion de las NPs ZnO en un sistema vegetal; (A) seccion transversal
de la hoja que muestra la entrada de NPs a través de los estomas, la penetracion
de la cuticula y heridas; (B) corte transversal de la raiz que muestra la entrada de
NPs a través de lesiones o biotransformacion en iones de Zn y siguen vias

apoplasticas y simplasticas (Singh et al., 2017).
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2.4. Estrés oxidativo por la aplicacion de NPs

La entrada de NPs como resultado de la fuerza motriz de protones y la
captacion de iones de zinc disueltos causa estrés oxidativo dentro de las células y
genera especies reactivas de oxigeno (ERO). La toxicidad de ERO esta acreditada
por su alta reactividad y propiedades oxidantes, las especies reactivas, incluido el
peroxido de hidrogeno (H.O.), radicales hidroxido (OH-) y super oxido (O;) (Yang
et al., 2017). La toxicidad de estas especies incluye el dafio de componentes
celulares como los lipidos, el ADN vy las proteinas, como resultado de su

incorporacion a la membrana de la célula.

Las ERO son el producto del metabolismo aerdbico en una planta comun,
gue actia como moléculas de sefializacion (Thannickal y Fanburg 2000), mientras
gue el exceso de ERO causaria efectos adversos (estrés oxidativo), que aparecen
cuando el nivel de radicales libres supera los mecanismos de defensa, y es capaz
de representar una amenaza para las células al inducir dafio en el ADN, oxidacion
de proteinas, pérdida de electrolitos, peroxidacion de lipidos y dafio a la
membrana, lo que finalmente causa la muerte celular (Figura 3) (Meriga et al.,.
2004; Sharma et al., 2012).

Dafio a la mitocondria

| Fuga de componentes citoplasmaticos |

Interrupciondel transporte de electrones a
través de la transmembrana

Figura 3. Los mecanismos de toxicidad de NPs Zn y Cu a través de la produccion
de ROS.
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Frente al estrés oxidativo causado por la acumulacion de ERO, los sistemas
de defensa antioxidante de las plantas se activan, entre los principales se
encuentran los antioxidantes no enzimaticos, incluidos los tioles, glutation (GSH),
compuestos fenolicos, ascorbato (AA) y componentes enzimaticos como catalasas
(CAT), superéxido dismutasa (SOD), peroxidasa de guaiacol (GPOX), ascorbato
peroxidasas (APX) y peroxidasas (POD) (Singh et al., 2015).

2.5. Agentes no enzimaticos del sistema de defensa antioxidante

Los tioles y AA son los antioxidantes de peso molecular significativamente
mas bajo. AA es un antioxidante crucial que puede resistir el estrés oxidativo
inducido por el nivel promovido de la generacion de ERO. Debido a que tiene la
capacidad de donar electrones de AA en diversas reacciones no enzimaticas y
enzimaticas, puede eliminar O, y .OH y regeneran el a-tocoferol a partir del
radical tocopheroxyl para proteger las membranas directamente (Noctor y Foyer,
1998).

El GSH, es uno de los metabolitos fundamentales (un tiol no proteico con bajo
peso molecular) en las plantas, desempefia un papel clave en la defensa
antioxidante intercelular contra el estrés oxidativo inducido por ERO. En tejidos
vegetales, el GSH se encuentra comunmente en todos los compartimentos
celulares, incluidos los cloroplastos, mitocondrias, vacuola, citosol, asi como en los

peroxisomas (Foyer y Noctor, 2003).

Para preservar el estado normal de las células, el GSH desempefia un
papel esencial para enfrentar el dafio oxidativo inducido por las ROS. Como
antioxidante, GSH actia como donador de protones en los radicales libres
organicos y/o en presencia de ROS, eliminando ROS y reduciendo a una forma de
disulfuro, glutation oxidado (GSSG) (Foyer y Halliwell, 1976).
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Los compuestos fendlicos, por poseer propiedades antioxidantes pueden
eliminar las especies ERO, al quelar los iones de los metales en transicion e inhibir
la peroxidacion de lipidos mediante la captura de los polifenoles del alcoxi lipidico
(-OCHB3) (Garcia-L6pez et al., 2018). Los carotenoides, en particular son miembros
de los antioxidantes lipofilicos y pueden desintoxicar muchas formas de ROS
(Young, 1991). Sin embargo, la investigacion de compuestos fendlicos,

carotenoides y tocoferoles en respuesta a la exposicion de NPs es muy escasa.

2.6. Antioxidantes enzimaticos del sistema de defensa antioxidante

SOD, es la metaloenzima intracelular mas efectiva, juega un papel
fundamental en el sistema de defensa antioxidante contra el estrés oxidativo al
catalizar ROS altamente toxicos (0Oz-) a H,O, y O, que son menos toxicos.
Contiene tres isozimas, incluyendo SOD de hierro (Fe-SOD), SOD de manganeso
(Mn-SOD) y SOD de cobre/zinc (Cu/Zzn-SOD) (Fridovich, 1989). Al sobre
producirse el H,O,, ya sea por el estrés abibtico o abidtico, la induccion de SOD
en el sistema de defensa es capaz de evitar el estrés oxidativo como la

peroxidacién de lipidos.

CAT, desempefia un papel indispensable en la desintoxicacion de ROS bajo
estrés (Garg y Manchanda, 2009). Se encuentra ampliamente en enzimas que
contienen hemo tetramérico y convierte el H,O, en O, y H,O. APX, también es
considerado como el eliminador de ERO mas importante para proteger plantas
superiores, evita el estrés oxidativo y desempefa un papel central en la regulacién
del ciclo AA-GSH. En comparacién con CAT y POD, APX tiene una mayor afinidad
por el H,O,, por lo tanto, puede convertir el H,O, en H,O molécula no téxica por
oxidacion de AA en deshidroascorbato y MDA. Es una enzima dependiente de
NADPH que cataliza la oxidacion de GSH a GSSG, que puede mantener una alta
proporcion de GSH/GSSG en las células (Rao et al., 2006).
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Las investigaciones recientes se estan enfocando en identificar los
mecanismos de defensa de las plantas contra el estrés oxidativo inducido por las
NPs. Es importante entender la fitotoxicidad de las NPs en las plantas y
comprender como el sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico se regula

frente a altas concentraciones de ROS.
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1. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del experimento

La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Fisiologia y Bioquimica
de Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas
(CCDTS), de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), con
coordenadas 25° 23’ 25” de latitud norte 100° 50’ 57" de longitud oeste, a una
altitud de 1742 msnm en Buenavista, Saltillo, Coahuila México, durante el mes de
junio del 2018.

3.2. Material genético

La variedad de Capsicum chinense utilizada fue Kisin del CICY, la cual se
caracteriza por tener frutos de color rojo cuando esta en la etapa de maduracion y
de color verde tenue cuando esta inmaduro; con un peso promedio de 13.81 g y

de tres a cuatro I6culos, con una pungencia de 670 325 en la escala Scoville.

3.3. Caracterizaciéon de nanoparticulas

Las NPs ZnO utilizadas en este trabajo se adquirieron de Materiales
Nanoestructurados y Amorfos Inc. (Houston, TX, USA). La morfologia y
microestructura de las muestras se examinaron mediante microscopia electronica
de transmision convencional y de alta resolucion (TEM y HRTEM) y difraccion de
electrones de area seleccionada (SAED) usando un microscopio (FEI-TITAN 80—
300kV, Fisher Scientific, Hillsboro, OR, USA), operado a una tensién de
aceleracion de 300 kV. Las micrografias TEM y HRTEM se procesaron por medio
del software de transformacion rapida de Fourier (Digital Micrograph 3.7.0, Gatan
Software, Pleasanton, CA, USA).
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3.4. Tratamientos

La caracterizacion morfolégica y estructural de las NPs ZnO utilizadas en
este estudio ha sido reportada previamente por Garcia-Lépez et al. (2018). La
mayoria de las particulas (75%) tenian diametros de 12 a 24 nm, y el 30%
mostraba tamafios mayores que 12 nm y menores que 20 nm. Para la preparacién
de las suspensiones con NPs ZnO, se generé una solucién madre de 2000 mg L™,
preparada en agua desionizada estéril y dispersada con un sonicador de sonda
(Q500-110, Qsonica, Newtown, CT, USA), durante 25 min. La suspension se
diluyé y se usaron alicuotas de 100, 200, 300 y 400 mg L™.

3.5. Germinacion de semillas y crecimiento de plantulas

Para el establecimiento del ensayo, las semillas se contaron en lotes de 100
por tratamiento, se usaron pinzas de diseccion para colocar las semillas en placas
de Petri sobre dos capas de papel de filtro (Whatman, diametro 90 mm). Los
tratamientos utilizados fueron los siguientes: control (T1, agua destilada), 100 mg
L™ (T2), 200 mg L™ (T3), 300 mg L™ (T4) y 400 mg L™ (T5) de suspensiones con
NPs ZnO. Los tratamientos se aplicaron una vez durante la etapa de imbibicion
con una pipeta (PIPETMAN Classic 1-10mL, Gilson, Middleton, WI, EE. UU.). De
las suspensiones con NPs ZnO, se agregaron diez mililitros a las concentraciones
mencionadas anteriormente para cada tratamiento. Las semillas se colocaron
durante 72 h en una camara de prueba Lab-line Instruments a 25 °C £ 2 °C con un

fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad.

Una vez que se completé el periodo de imbibicion de la semilla, se
sembraron cuatro réplicas de 25 semillas por tratamiento en papel Anchor
(Seedburo Equipment Company, Hidalgo, TX, USA). El papel de Anchor se
humedecié con agua destilada, luego se colocaron 25 semillas horizontalmente
sobre el papel, cuidando que el embridon de semillas se ubicara hacia abajo; luego

se humedecié otro papel del mismo tamafio para cubrir las semillas.
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Posteriormente, se plegaron en un rollo de 4 cm de ancho, se colocaron en cestas
de tereftalato de polietilieno de 20 cm de ancho y 45 cm de alto, y se volvieron a
colocar en la camara de prueba durante 14 dias. El 14 bioensayo se desarrollo de

acuerdo con las normas ISTA (2004).

3.6. Parametros evaluados durante el desarrollo del bioensayo

En esta investigacion, se determinaron los siguientes parametros: porciento
de germinacion (%), el porciento de vigor de germinacién (%), porciento de
plantulas anormales (%), porciento de semillas sin germinar (%) y el peso de

materia seca (mg/plantula).

3.6.1. Porcentaje de vigor de germinacién

Al séptimo dia después de la siembra, se realizd el primer conteo para la
toma de datos de plantulas normales (plantulas que tienen bien desarrolladas la
raiz y la plumula), con la finalidad de determinar el vigor de germinacién de la

semilla, expresado este resultado en porciento.

3.6.2. Porcentaje de Germinacién

El porcentaje de germinacion se determind a los 14 dias después de la
siembra (segundo conteo), para ello se consideré el conteo del total de plantulas
normales y el resultado fue expresado en porciento.

3.6.3. Plantulas Anormales (PA)

Para la evaluacion de este parametro, se consider6 como plantulas

anormales todas aquellas plantulas con raiz primaria dafiadas, con deformidades,
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geotropismo negativo, sin raices secundarias y con poco vigor para su Optimo

desarrollo.

3.6.4. Semilla sin Germinar (SSG)

En esta evaluacion, se contabilizaron todas aquellas semillas que no
presentaron ningun signo de emergencia de plumula y radicula, el resultado fue

expresado en porciento.

3.6.5. Peso Seco de Plantula (PS)

Para finalizar el bioensayo, las plantulas normales (PN) de cada repeticion
fueron colocadas bolsas de papel estraza perforadas e identificadas dependiendo
la repeticion y el tratamiento, después se colocaron en una estufa de secado
marca (RIOSA modelo H-24), con una temperatura de 72°C durante un periodo de
24 h, al pasar ese tiempo las muestras colocaron en un desecador.
Posteriormente, para cada una de las unidades experimentales se registro el peso
de las muestras en una balanza analitica (AND modelo HR-200), para determinar

el valor del peso seco y se representd en mg/plantula.

3.7. Disefio experimental

El ensayo se configuro bajo un disefio experimental completamente al azar
con cinco tratamientos y cuatro repeticiones; el modelo lineal general fue Y;; = p +
a; + ej, donde la variable de respuesta es Yj, p el promedio general, a; el efecto de
las concentraciones de NPs ZnO y e el error experimental. La unidad
experimental consistié en un rollo de papel Anchor que contenia 25 semillas de
chile habanero. La diferencia estadisticamente significativa entre las muestras se
analizo con un ANOVA vy las medias de los tratamientos se compararon con una
prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el paquete estadistico SPSS version 21.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1, se presentan los cuadrados medios del analisis de
varianza. Los resultados indicaron diferencias significativas (P<0.01) para todas
las variables evaluadas (vigor, germinacion, PA, SSG y PS). Lo anterior indica,
que hubo una respuesta clara de las semillas de chile habanero a la aplicacion de
tratamientos con NPs ZnO; detectando un fuerte impacto en algunos rasgos
asociados con la calidad fisiologica de las semillas. En el siguiente apartado, se
presentaran los resultados de las comparaciones de medias, o que permitira
discutir de manera mas amplia los efectos de las NPs ZnO en el proceso de

germinacion y crecimiento de plantulas.

Cuadro 1. Cuadrados medios de analisis de varianza para las variables evaluadas
en el bioensayo de germinacién de semillas C. chinense, sometidas a tratamientos
con NPs ZnO.

FV GL Vigor Germinacioén PA SSG PS
(%) (%) (%) (%) (mg/plantula)
Tratamientos 4 1346.80** 838.00**  563.60** 213.20** 15.80**
Error 15 34.40 16.66 14.66 12.00 1.93
CV (%) 9.49 6.17 20.58 30.38 9.64

* ** = Significativo al 0.05 y 0.01 niveles de probabilidad, respectivamente; FV =
Fuentes de variacion; GL = Grados de libertad; CV= Coeficiente de variacion;
Vigor = Plantulas normales al primer conteo; PA = Plantulas anormales; SSG =

Semillas sin germinar; PS = Peso seco.

Los resultados de la comparacion de medias, indican que el vigor se
incrementd significativamente con la aplicacion de NPs ZnO a concentraciones de
100 y 200 mg L™, superando al tratamiento control en 39.7% y 44.7%, pero a
concentraciones de 300 y 400 mg L™ se presentaron reducciones del 37.6% y
45.8% en comparacion con 300 mg L™ (Cuadro 2). La misma tendencia se observé
para la germinacion, ya que los tratamientos a 300 y 400 mg L™ indujeron los
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mayores porcentajes de germinacion, con incrementos del 31.8% y 27.7% al
compararlos con el control (0 mg L%), sin embargo, a pesar de que los
tratamientos a 300 y 400 mg L™ son estadisticamente iguales al control, se puede
apreciar que tuvieron reducciones del 28.4% y 36.3% al compararlos con el
tratamiento 100 mg L™ (Cuadro 2).

Los valores de germinacion final, estan directamente relacionados con los
valores obtenidos en PA, ya que es evidente que a concentraciones de 100 y 200
mg L™ los valores de PA disminuyeron en 56.2% y 81.2%, en contra parte, las
concentraciones mas elevadas (300 y 400 mg L) incrementaron los valores de
PA en 90% y 90.6% al compararlas con el tratamiento con menor niumero de PA
(200 mg L™).

En cuanto a la variable SSG, se puede observar que todos los tratamientos
con NPs ZnO son significativamente diferentes al control, pero no existen
diferencias en los tratamientos con NPs ZnO, la tendencia indica que el menor
nimero de SSG se obtuvo con 100 mg L™, mientras que el mayor valor con 400
mg L™ (Cuadro 2). Para la acumulacién de biomasa seca (PS), el tratamiento que
presenté el mejor comportamiento fue 200 mg L™, superando en 31.5% al control
(0 mg L%, pero se presentaron reducciones del 18.1% a 400 mg L™ al
compararlos con el tratamiento 200 mg L™, cabe mencionar que a pesar de que se
presentaron reducciones en los valores de PS para las concentraciones de 300 y
400 mg L*, se puede apreciar que estos tratamientos superan a los valores

obtenidos en el control (0 mg L™).

Rameshraddy et al. (2017), mencionaron que la germinacién y el
crecimiento de las plantulas se estimulan a bajas concentraciones de NPs ZnO,
mientras que las altas concentraciones pueden ser fitotoxicas. Lo anterior
concuerda con los resultados reportados por Burman et al. (2013) quienes

informaron que la respuesta maxima con respecto al peso seco del brote se
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observé en plantulas de garbanzo tratadas con 1.5 mg L™ de NPs ZnO, mientras
que a 10 mg L™ las NPs ejercieron efectos opuestos en el crecimiento de la raiz.

Cuadro 2. Comparacion de medias para las variables evaluadas en el bioensayo

de germinacién de semillas C. chinense, sometidas a tratamientos con NPs ZnO.

Tratamientos Vigor Germinacién PA SSG PS
(mg L™) (%) (%) (%) (%) (mg/plantula)
0 47.00b 60.00 b 16.00 b 24.00 a 11.70c
100 78.00 a 88.00 a 7.00c 6.00 b 15.35ab
200 85.00 a 83.00 a 3.00 bc 9.00b 17.10 a
300 53.00 b 63.00 b 30.00 a 7.00b 13.98 ab
400 46.00 b 56.00 b 32.00 a 11.00 b 14.00 bc
Media 61.80 70.00 18.60 11.40 14.43
Tukey (P<0.01) 12.80 9.43 8.36 7.56 3.03

Valores con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey,
P<0.01). PA = Plantulas anormales; SSG = Semillas sin germinar; PS = Peso seco de
plantula.

Las NPs ZnO estimulan la germinacion de las semillas debido a la
penetracion de las NPs al interior del embrion de la semilla, lo que permite el
aprovechamiento de H,O y los iones de Zn'™", lo que resulta en la activacion del
metabolismo de la semilla para la degradacion de reservas que benefician las
primeras etapas del proceso de germinacion (Lin y Xing, 2007). Ademas, los
efectos beneficiosos de las NPs ZnO podrian atribuirse a una mayor activacién de
enzimas como la a y B amilasa que son responsables de las reacciones

metabdlicas en la etapa de germinacion (Krishna y Natarajan, 2014).

Sin embargo, los efectos negativos que se observaron a concentraciones
de 300 y 400 mg L™ puede atribuirse a dos efectos principales: (1) una toxicidad
quimica en base a la liberacion de iones (tOxicos) en este caso a la penetracion de

particulas de tamafio nano y también a la disolucién los iones de Zn*"; (2) el estrés

23



o estimulos causados por la superficie, el tamafio y/o forma de las particulas (Lee
et al., 2010). Estudios realizados por Narendhran et al. (2016) informaron que la
aplicacion de NPs ZnO promovié el crecimiento de la radicula en Sesamum
indicum a 0.1, 0.25 y 0.5 mg L™, mientras que a concentraciones de 1.0 y 2.0 mg
L™, mencionaron una disminucién. No obstante, es dificil establecer un modelo de
respuesta de los efectos de NPs ZnO en la fisiologia de las plantas, ya que el

efecto depende de la especie y la concentracion (Lin y Xing, 2007).

24



V. CONCLUSIONES

Las suspensiones de NPs ZnO a concentraciones de 100 a 200 mg L™, estimulo el

vigor de germinacién y la acumulacion de biomasa seca.

Las concentraciones a 300 y 400 mg L™, afectaron negativamente los parametros
asociados con la calidad fisiolégica de semillas; principalmente el vigor, la

germinacion y la acumulacién de materia seca.
Es importante mencionar, que los efectos que pueden causar las NPs ZnO en las

plantas son variables y el efecto depender4d de la forma de la NPs, la

concentracion y/o la especie.
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