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ANALISIS FISIOLOGICOS, BIOQUIMICOS Y MOLECULARES DEL ARROZ A LA
APLICACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA
Robert Vilchis Zimuta, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) estan abriendo nuevos horizontes en la produccion y sanidad
vegetal dado que en algunos cultivos pueden inducir germinacién, estimular crecimiento
vegetativo, y mostrar efectos antisepticos. El arroz (Oryza sativa) es uno de los tres cereales méas
consumidos en el mundo, y en México se importa el 80% de la necesidad de consumao, por lo que
es necesario probar nuevas estrategias tendientes a mejorar su produccion, como los es el uso de
las AgNPs. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones de
AgNPs en germinacion y crecimiento inicial (0, 40, 80 y 120 mg L™t AgNPs) en camaras de
crecimiento en laboratorio y desarrollo vegetativo (0, 20, 40 y 80 mg L™ AgNPs) en hidroponia en
invernadero de arroz cv. Morelos A-98 en variables fisioldgicas, biogquimicas y moleculares. La
exposicion de las semillas a 40, 80 y 120 mg L™ AgNPs indujeron la germinacion, en tanto que 80
y 120 mg L™t AgNPs promovieron el crecimiento inicial. Los tratamientos de AgNPs no afectaron
concentracion intracelular de oxigeno (Ci) ni tasa transpiratoria (E), pero conductancia estomatica
(Gs) y tasa fotosintética (A) incrementaron con aplicaciones de 20 mg L AgNPs. Las
concentraciones de S y Fe en véastagos incrementaron con la aplicacion de AgNPs, mientras que
en hojas la aplicacién de AgNPs aumento las concentraciones de N, P, Fe, y Cu. Las AgNPs
redujeron las concentraciones de clorofilas en hojas, aumentaron las concentraciones de
aminoacidos en raices y disminuyeron las concentraciones de azUcares totales en vastagos. Las
concentraciones de prolina en vastagos aumentaron drasticamente con la aplicacion de AgNPs,
pero se conservaron estables en raices. Las AgNPs indujeron la expresion de cuatro genes NAC
(0s02g56600, 0s079g04560, 0512943530 y Os0695107) en al menos una dosis de AgNPs probada,
y un gen (0s08g10080) mostrd represion de la expresion. Se concluye que las AgNPs pueden
estimular algunas variables fisioldgicas, bioguimicas y moleculares en arroz que pueden mejorar
el desempefio del cultivo.

Palabras clave: Oryza sativa, AgNPs, germinacion, bioquimica, expresion génica, qRT-PCR,
genes NAC.



PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR ANALYSISOF RICETO
THE APPLICATION OF SILVER NANOPARTICLES
Robert Vilchis Zimuta, M. Sc.

Collegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNPs) are opening new horizons in plant production and health since in
some crops they can induce germination, stimulate vegetative growth, and show antiseptic effects.
Rice (Oryza sativa) is one of the three most consumed cereals in the world, and in Mexico 80% of
the need for consumption is imported, which is why it is necessary to try new strategies to improve
its production, such as the use of AgNPs. The aim of the present work was to evaluate the effect
of different concentrations of AgNPs on germination and initial growth (0, 40, 80 and 120 mg L™
AgNPs) in growth chambers in laboratory and vegetative development (0, 20, 40 and 80 mg L™
AgNPs) in hydroponics in greenhouse of rice cv. Morelos A-98 on physiological, biochemical and
molecular variables. Exposure of seeds to 40, 80 and 120 mg L™ AgNPs induced germination,
while 80 and 120 mg L' AgNPs promoted initial growth. AgNPs treatments did not affect
intracellular oxygen concentration (Ci) or transpiration rate (E), but stomatal conductance (Gs)
and photosynthetic rate (A) increased with applications of 20 mg Lt AgNPs. The concentrations
of S and Fe in shoots increased with the application of AgNPs, while in leaves the application of
AgNPs increased the concentrations of N, P, Fe, and Cu. The AgNPs reduced leaf chlorophyll
concentrations, increased amino acid concentrations in roots, and decreased total sugars in scions.
Proline concentrations in shoots increased drastically with the application of AgNPs, but they
remained stable in roots. The AgNPs induced the expression of four NAC genes (0s02g56600,
0s07g04560, 0s12g43530 and Os06g5107) in at least one dose of AgNPs tested, and one gene
(0s08g10080) showed repression of the expression. It is concluded that AgNPs can stimulate some
physiological, biochemical and molecular response variables in rice that can improve crop
performance.

Keywords: Oryza sativa, AgNPs, germination, biochemistry, gene expression, gRT-PCR, NAC
genes.
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INTRODUCCION

Actualmente los cereales son la fuente primaria de alimentos méas importante en calorias y otros
nutrientes para la mayoria de la poblacion mundial. Los paises en desarrollo dependen del 60% de las
calorias provenientes de los granos de cereales, mientras que en los paises méas pobres esta dependencia

es de hasta 80%, y también proporcionan la mayoria de los nutrientes para el ganado (Awika, 2011).

El arroz representa uno de los tres cereales mas importante como fuente de calorias en el mundo.
Actualmente se cultiva en mas de 163 millones de ha en méas de 100 paises y proporciona el 20% de las
calorias consumidas en Asia, Africa y América Latina (Laborte et al., 2017). Se cultiva en distintos
sistemas y ambientes, como monocultivo en regiones templadas y tropicales, en condiciones de secano
y de regadio, y en monocultivos intensivos en zonas de regadio en los trépicos, donde el arroz se cultiva
hasta dos o tres veces al afio (Laborte et al., 2017). Las cifras de produccion global de arroz pronosticadas
para 2017 fueron de 759.6 millones de toneladas de grano con cascara, que se traduce en 503.9 millones
de toneladas de grano manufacturado; esto representa un aumento del 0.6% en el volumen de produccién,
respecto al obtenido en el afio 2016 (FAO, 2017). Sin embargo, se requiere que la produccion crezca en
un 42% para el afio 2050 a fin de abastecer la demanda proyectada (Ray et al., 2013). En Asia se produce
el 90 % del arroz del mundo, y tan solo China e India producen y consumen la mitad de ésta. Ademas,
después del maiz y el trigo, el arroz mantiene una gran importancia econémica y estratégicamente para
la seguridad alimentaria en America Latina y en México (Muthayya et al., 2014). Mexico importa el 80%
del consumo nacional de arroz, y los estados productores son Campeche, Colima, Jalisco, Michoacan,
Nayatrit, Tabasco, Tamaulipas con una produccién total de 84,941 t, en un total de 13,847 ha (SIAP,
2016). El contexto anterior hace evidente la importancia de la busqueda de opciones encaminadas a
optimizar los recursos en la produccién que faciliten la obtencién de mayores rendimientos en arroz con
plantas de mejor porte y mayor aprovechamientro de los nutrimentos nimerales aportados (Jiao et al.,
2016).

Una alternativa para el incremento de los rendimientos y enfrentar los retos que el cambio climatico
global impone, es la utilizacion de elementos benéficos, entre ellos la plata (Ag), que puede ocasionar
respuestas horméticas en plantas al ser empleada en dosis, fuentes y modos de aplicacion correctos en

arroz (Garcia-Jiménez et al., 2018).



Generalidades de la plata

La plata (Ag) es un elemento que se conoce desde la antigiiedad, y los depositos arqueoldgicos de Asia
Menor e islas del Mar Egeo indican que el hombre aprendié a separarla del plomo hacia el afio 3000 a.
C. (Medina et al. 2015).

La plata ocupa el lugar 66 por su abundancia en la corteza terrestre entre los elementos quimicos, lo que
la ubica dentro de los muy escasos en la naturaleza con concentraciones en la corteza terrestre de 0.06 y
0.13mg kg (Singh et al., 2016). Se puede encontrar en estado natural, aunque generalmente se encuentra
en minerales que contienen compuestos de plata, como con azufre (argentita, Ag.S), arsénico (proustita,
AQgzAsSs), antimonio (pirargirita, AgaSbSz) o cloro (plata cérnea, AgCl), siendo sulfuros y sulfosales su
forma principal. Se estima que tres cuartas partes de su produccion se obtienen como un subproducto,
sobre todo del cobre y plomo (Medina et al. 2015). En su estado puro es un metal brillante, resistente,
ductil y maleable con una dureza moderadamente suave 2.5 a 3 Mohs, presenta un brillo blanco-grisaceo
metalico susceptible al pulimiento, y de todos los metales tiene el color blanco dptico reflectivamente
mas alto, reflejando el 95% de la luz que incide sobre ella y la conductividad térmica y eléctrica mas alta
(Medina et al. 2015).

En la tabla periodica la plata ocupa el nimero 47, se clasifica como metal de transicion y sus estados de
oxidacion son +1, +2, +3 'y +4; tiene estructura cristalina cubica centrada en las caras, donde cada &tomo
de Ag tiene un radio i6nico 0.126 nm, radio atdbmico 0.144 nm; su configuracion electrdnica es [Kr ]4d10
5s1, su primer potencial de ionizacion es de 758 kJ mol™ y su segundo potencial de ionizacion de 2061;
una masa atémica 107.87 g mol™ y una densidad de 10.53 g cm a 20 °C (Cotton, 2017),

En un sistema plata-amoniaco-agua (Ag-NHs-H20), cuando el potencial redox del medio aumenta y el
pH disminuye se tiene la presencia de plata monovalente; mientras que, en un sistema Ag-S203-NHs-
H-0, los compuestos de Ag aumentan el potencial anddico y predominan especies solidas y solubles
conjuntamente; por ejemplo: plata-tiosulfato, plata-sulfito y plata-amoniaco. Estas especies de Ag
corresponden al estado de oxidacion de la planta que es posible en estas condiciones y las moléculas
corresponden a las posibles formadas en presencia de los otros compuestos presentes en el sistema
(Bernal, 1996; Aylmore, 2001; Urzua, 2012).



Aplicaciones de la plata

La plata tiene aplicaciones diversas, como en la fotografia (AgBr), en la medicina [Ag(NO3)] y
odontologia; en acufiacién de monedas, en electronica y joyeria; aleaciones importantes con cobre (la
maés frecuente, que endurece la plata hasta en 5%); aleaciones con cadmio que confiere a la aleacion
resultante ductilidad y maleabilidad adecuadas para el trabajo del metal. Entre los componentes de
importancia industrial estan: el fulminato de plata (explosivos), yoduro de plata (para crear lluvia
artificial), 6xido de plata (anodo en pilas de boton) o nitrato de plata (en emulsiones fotograficas) (Renner
et al., 2001).

Una nueva alternativa en el empleo de este metal lo representa la sintesis de nanoparticulas de plata
(AgNPs). La sintesis de AgNPs se puede realizar mediante métodos quimicos, fisicos o biolégicos,
siendos estos ultimos los méas utilizado por la ventajas econémicas y ambientales que representan, donde
la formacion de las AgNPs se hace a partir de extractos vegetales o el uso de hongos y bacterias (Singh
etal., 2017).

Las nanoparticulas metalicas son ampliamente utilizadas como bactericidas y antifngicos (Iravani et al.,
2014). La toxicidad de la plata depende de la concentracion de iones libres activos (Ag™), encontrados
principalmente en fase acuosa; las caracteristicas del agua también reducen la toxicidad de las AgNPs
impidiendo la formacion de plata iénica (Ag*) que interactle con la superficie libre reactiva de los

organismos (Zhang et al., 2016).

En la ultima década se ha extendido el uso de la Ag en la agricultura, en su forma iénica y como AgNPs;

en particular, resultados del empleo de las AgNPs en agricultura son abordados en el siguiente apartado.
Nanoparticulas de plata en la agricultura

La agricultura ha adoptado la nanotecnologia por los muchos beneficios potenciales que representa en
los procesos de control agricola, especialmente en la mejora de la calidad y seguridad de los alimentos,
la reduccion de los insumos agricolas, y en la absorcion de nutrimentes a nanoescala del suelo o en
aplicaciones mas especificas como son los nanofertilizantes y nanoplaguicidas (Prasad et al., 2017).
Entre los diferentes nanomateriales, las AgNPs estan siendo ampliamente usadas en diversos productos,

como agentes antimicrobianos, en el tratamiento de aguas residuales, en materiales de envasado de



alimentos, detergentes, aerosoles, etc. En consecuencia, a través de los lodos y el agua superficial, éstas
pueden llegar facilmente a las plantas sin que éste sea el objetivo (Rastogi et al., 2017). Las AgNPs
también han sido usadas para dar proteccion a las plantas contra patdgenos, en la nutricion y el manejo
agricola debido a su tamafio nanométrico y a la alta relacion superficie-volumen que presentan (Singh et
al., 2017).

La ventaja que presentan las AgNPs es que pueden ser suministrada en el suelo, a semillas, a las plantas
via raiz o via foliar y por sus dimensiones nanoescalares, las plantas pueden absorberlas e incorporarlas
al metabolismo con una dindmica totalmente diferente a los productos convencionales dentro de los que

se encuentran las sales idnicas (Mishra, et al., 2017).

Diversos estudios han reportado los efectos que las AgNPs tienen en plantas superiores. En frijol
(Phaseolus vulgaris L.) y maiz (Zea mays L.), Salama (2012) reportd incrementos significativos en el
crecimiento de los brotes y en la longitud de vastago, al tratar la semilla con dosis de AgNPs entre 20 y
60 mg L. Respuestas positivas también del tratamiento con PVP-AgNPs (PVP, polivinipirrolidona) y
AgNO:s fueron observadas en Eruca sativa, al ocasionar el alargamiento de la raiz en plantulas (Vannini
et al., 2013). En Brassica juncea, Sharma et al. (2012a) también reportaron promocion del crecimiento
cuando las plantas fueron tratadas con AgNPs provenientes de AgNO3 en concentraciones que oscilaron
de 10 a 40 mg L. En Panicum virgatum y Phytolacca americana promovid el crecimiento significativo
mayor con respecto al control (Yin et al., 2012). En arroz, se ha observado que concentraciones bajas
(hasta 30 ug mL™) de AgNPs promueven el crecimiento de raices, ya que éstas solo estan presentes
superficialmente y no son absorbidas por las células de la raiz y por tanto no causan un efecto téxico
(Rastogi et al., 2017). En maiz, el tratamiento con AgNPs en combinacion con el campo magnético

mejora el rendimiento cuantitativo (Berahmand et al., 2012).

Por otro lado, se ha reportado que los efectos de las AgNPs en plantas superiores son en gran medida
dependientes, ademas de la concentracion, del tamafio y la forma de particula de éstas. Algunos estudios
indican que AgNPs de didametro entre 35 y 40 nm influyen positivamente en el crecimiento de raices y
brotes de diferentes especies vegetales (Yin et al., 2012). De acuerdo con Rastogi et al. (2017), el
tratamiento en semillas de Bacopa monnieri con 100 mg L™ de AgNPs sintetizadas bioldgicamente
(diametros de particulas de 2 a 50 nm), tuvo un efecto significativo en la germinacion e indujo la sintesis

de proteinas y carbohidratos; por el contrario, se observé una disminucion en el contenido de fenoles


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5643474/#B8

totales y en la actividad de las enzimas catalasa y peroxidasa. Asi también, AgNPs de mayor tamafio en

concentraciones bajas tuvieron efecto positivo en las plantas.

Exiten también reportes de efectos negativos de las AgNPs en el metabolismo vegetal. A continuacion
se presentan algunos de los efectos negativos de las AgNPs que fueron compilados por Tripathi et al.
(2017b). En Cucurbita pepo, la aplicacién de AgNPs con dimensiones mayores a 100 nm, suministradas
a concenctraciones de 500 mg L%, redujo la tasa de transcripcion entre 64 y 84%, y se observo reduccion
en el peso de la biomasa. También en C. pepo, tratada con AgNPs en dosis de 250 a 750 mg L, se
observo una reduccion en la tasa transpiratoria y en la biomasa, en comparacion con el tratamiento con
la concentracion equivalente a partir de plata a granel en 49 y 91%, respectivamente. Toxicidad leve fue
reportada en Cucumis sativus y Lactuca sativa, tratadas con AgNPs de 2 nm en dosis de 62, 100 y 116
mg L*. En experimento con Lolium perenne, Hordeum vulgare y Linum usitatissimum, con AgNPs con
diametro de particulas de 0.6, 2, y 5 nm a una concentracion de 10 mg L, se observé reduccion en la
germinacion en 20%; mientras que, concentraciones de 20 mg L™, la reduccion fue del 50%. Tanto en
Lolium perenne como en Hordeum vulgare y en Linum usitatissimum, la longitud de vastago se reduce

con los tratamientos con AgNPs.

En chicharo (Pisum sativum) se evidencio que la adicion de 100 mM de 6xido nitrico empleando como
donador al nitroprusiato de sodio (SNP), mititiga de los efectos toxicos que ocasionan las AgNPs a
concentraciones de 1000 y 3000 uM; asimismo, reduce la acumulacion de Ag en la planta y repara los
dafios en los tejidos. Los niveles de superéxido (SOR), perdxido de hidrégeno (H202) y malondialdehido
(MDA) se incrementaron, pero la adicion de SNP los redujo. También se observo que las AgNPs
estimularon la actividad de las enzimas superdxido dismutasa (SOD) y ascobrato peroxidasa (APX) e
inhibieron la de las enzimas glutation reductas (GR) y dehidrato-ascorbato reductasa (DHAR) (Tripathi
etal., 2017a).

En semillas de Linum usitatissimum, el empleo de AgNPs de 20 nm a dosis de 20, 40, 60, 80 y 100 mg
L no afectd germinacion. En Triticum aestivum, la aplicacion de AgNPs de 10 nm en concentraciones
de 5 mg kg reduce la longitud de la raiz y el vastago, y promueve la acumulacion de GSSG oxidado
(Tripathi et al., 2017b). Tanto las AuUNPs como AgNPs o los iones liberados a partir de éstas producen
estrés que induce la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en algunas especies de plantas

y que afectan la fotosintesis (Singh et al., 2016). Con AgNPs de 10 y 20 nm, a una concentracion de 20



mg L%, en Hordeum vulgare y Lolium perenne se reduce significativamente la longitud del vastago. En
Lolium multiflorum aplicar dosis entre 1 y 40 mg L™* de AgNPs de 6 nm recubientas con goma arabiga,
la toxicidad observada es dependiente de la dosis; observandose ésta en la reduccién de la longitud de
raiz y en el numero de pelos radicales, y en la disminucién del contenido de biomasa. Populus deltoides
nigra tratada con 100 mg L™ de AgNPs de 25 nm, reduce en 87% la evapotranspiracion; lo que en
consecuencia causd un menor peso de biomasa fresca de hojas, tallo y raices. En Arabidopsis thaliana,
el suministro de AgNPs de 5y 10 nm a una dosis de 1 mg L™; inhibi6 por completo el crecimiento de la
raiz. Hortalizas como Allium cepa al recibir tratamiento con AgNPs de 24, 55 y 70 nm a concentraciones
que van de 10, 80 hasta 100 mg L%, generan ROS que causan dafio en la estructura del ADN y alteracion
de los cromosomas en metafase, que resultan en la ruptura de la pared celular y la muerte de la célula.
En Vicia faba, el empleo de AgNPs de 60 nm a concentraciones de 12.5, 25, 50 y 100 mg L, causa
errores de replicacion cromosomicas; y en arroz, concentraciones de 1,000 mg L™ AgNPs, ocasionan

dafio vacuolar en células de la raiz y ruptura de la pared celular (Tripathi et al., 2017b).

Los estudios antes descritos, muestran que las AgNPs influyen en la morfologia, la fisiologia y en la
bioquimica de plantas, con efectos tanto positivos como negativos, dependiendo éstos de la especie
vegetal, las dimensiones y formas de las AgNPs, su concentraciones y las moléculas con las que se

asocian antes de ser suminstradas a las plantas.

Para el uso de las AgNPs en la agricultura de forma mas amplia, es necesario analizar los impactos de
las mismas en cada uno de los componentes de los sistemas de produccidn, incluyendo los cuerpos de
agua, los suelos, y los organismos vivos (Rastogi et al., 2017), cuyos efectos aun no se conocen en su
totalidad. Con estos considerandos, resulta estratégico realizar investigaciones mas profundas que
permitan aprovechar el potencial de las AgNPs como inductores de crecimiento, en la proteccion, y en
la nutricion de las plantas, lo cual puede representar ventajas potenciales para el medio ambiente y los

cultivos.
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CAPITULO I. NANOPARTICULAS DE PLATA, EN LA GERMINACION,
CRECIMIENTO INICIAL Y VEGETATIVO EN PLANTULAS

DE ARROZ (Oriza Sativa L.) CV. MORELOS A-98

1.1. Resumen

Concentraciones bajas las nanoparticulas de plata (AgNPs) pueden ejercer efectos positivos en la
germinacion de semillas y en la promocién del crecimiento inicial en plantas. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto de las AgNPs en variables fisiologicas, bioquimicas y nutrimentales durante
los procesos de germinacion de semillas, el crecimiento inicial de plantulas y desarrollo vegetativo de
arroz cv. Morelos A-98. En un primer experimento para las fases de germinacion y crecimiento inicial
se evaluaron AgNPs a 40, 80 y 120 mg L™*; etanol al 70%; Benomilo; y un control. La evaluacion del
desarrollo vegetativo de plantas se hizo en un segundo experimento en un sistema hidropdnico de raiz
flotante, en el que a la solucion nutritiva se adicionaron 0, 20, 40 y 80 mg L™ AgNPs y las plantas
estuvieron expuestas a los tratamientos 32 dias. La exposicion de las semillas a 40, 80 y 120 mg L*
AgNPs estimuld la germinacion, en tanto que 80 y 120 mg L™t AgNPs promovieron el crecimiento inicial
de las plantulas en el primer experimento. Durante el desarrollo vegetativo se observé que la aplicacion
de AgNPs en cuanquiera de las concentraciones probadas disminuye altura de planta, longitud y volumen
de raiz, asi como nimero de macollos, y en consecuencia, tanto el peso de la biomasa fresca como seca
se reducen. La aplicacion de AgNPs no afectd concentracion intercelular de CO> ni tasa transpiratoria,
pero al aplicar 20 mg L™ AgNPs aumentaron conductancia estomatica y tasa fotosintética. En vastago,
los tratamientos no afectaron las concentraciones de N, P y Ca, en tanto que las de K 'y Mg disminuyeron
y S aumentd solo con 20 mg L™t AgNPs, y luego disminuyd. La concentracion de Fe fue mayor al control
en todos los tratamientos de AgNPs, aunque las de Cu disminuyeron; todos los demas micronutrimentos
se mantuvieron similares al control en este tejido analizado. En raiz las concentraciones de N y P
incrementaron con la aplicacién de AgNPs, pero las de K disminuyeron en tanto que las de Ca, Mgy S
no fueron afectadas; las de Fe y Cu aumentaron significativamente. Las acumulaciones de N, P, K, Ca,

Mg y S en véastago disminuyeron, mientras que la acumulacion de Fe aumentd significativamente en



presencia de AgNPs. En raiz las acumulaciones de N y P no fueron afectadas, en tanto que las de K, Ca,
Mg y S disminuyeron significativamente, y las de Fe y Cu aumentaron en plantas tratadas con AgNPs.
Las AgNPs redujeron las concentraciones de clorofilas vastago, aumentaron las concentraciones de
aminoacidos en raices y disminuyeron las concentraciones de azUcares totales en vastagos. Las
concentraciones de prolina en vastagos aumentaron drasticamente con la aplicacion de AgNPs, pero se

conservaron estables en raices.

Palabras clave: Poaceae, Oryza sativa, nanotecnologia, AgNPs, desinfestacion, germinacion,

crecimiento, concentracion nutrimental, acumulacion nutrimental.
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1.2. Introduccién

El arroz (Oryza sativa) es uno de los tres cereales mas importantes a nivel mundial, y aporta el 21% de
calorias y el 15% de proteinas en la dieta humana. Actualmente se cultiva en aproximadamente 163

millones de ha al afio en mas de 100 paises, y el 90% del arroz del mundo se consume en Asia [1].

En México se cuenta con mas de 4 mil productores de arroz, principalmente en los estados de Nayarit,
Tamaulipas, Veracruz, Michoacan y Campeche. La produccion anual de este cereal es de 236 mil
toneladas y se espera que puedan crecer a 350 mil para el 2018 con la finalidad reducir en 20% las

importaciones [2].

Para el cultivo del arroz se requiere del establecimiento de almacigos, cuyo buen manejo puede significar
ahorros del 25 al 30% en el costo de produccidn [3]. Para lograr un buen almécigo la calidad de la semilla
y su manejo son factores que determinan el éxito del cultivo en fases posteriores, y la nanotecnologia
puede ofrecer una alternativa viable para lograr mayor germinacién y reducir inciencias de agentes

patdgenos.

En el terreno de las nanotecnologias, Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han mostrado actividad
estimulante del crecimiento y antimicrobiana de amplio espectro [4,5]. En general, las AgNPs se
inmovilizan con agentes de recubrimiento, que suelen ser especies cargadas negativamente o polimeros
hidréfilos relativamente grandes, tales como citrato, dextrano, goma arabiga, polietilenglicol (PEG) y
polivinilpirrolidona (PVP). Entre éstos, la PVP es un reactivo atractivo y comunmente utilizado que

puede estabilizar y proteger mediante enlaces esteresa las AgNPs [6].

En concentraciones bajas las AgNPs pueden estimular la germinacion de semillas y promover el
crecimiento de plantas. En mostaza (Brassica juncea) la aplicacion de 25 y 50 mg L de AgNPs ocasion6
mayor altura y longitud de raiz, y mayor produccion de biomasa [7]. En cacahuate (Arachis hypogaea),
las AgNPs mejoran la velocidad de germinacion en semillas. Los efectos benéficos de éstas podrian
atribuirse a una mayor produccion de enzimas responsables de reacciones metabdlicas clave. Por otra
parte, las AgNPs podrian incrementar los niveles de acido indolacético (AlA), en raices o brotes, que a
su vez pueden incrementar el vigor de las semillas y por ende el crecimiento de plantula [8]. En arroz, la

aplicacion de 60 mg Lt AgNPs favorecio la concentracion de clorofila a y carotenoides [9]. En frijol
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(Phaseolus vulgaris) y maiz (Zea mays) las aplicaciones de 20-60 ppm de nanoparticulas de plata
incrementaron la concentracién de clorofilas a, b, total y carotenoides [10].

En relacidn con el efecto de las AgNPs en la nutricion vegetal, se han reportado incrementos en las
concentraciones de N, Mg y Fe con aplicaciones de 100 y 200 mg L™ AgNPs en brotes de cafia de azlcar
(Saccharum spp.) [11]. En trigo (Triticum aestivum) variedad NARC-2009 la aplicaciéon de 25 ppm
AgNPs aumentd el uso eficiente de N, P y K [12].

En maiz, la aplicacion de 60 ppm AgNPs favorecio la concentracion de carbohidratos, mientras que en
frijol el contenido de proteinas incrementd con esa misma concentracion de AgNPs [10]. En tomate
(Solanum lycopersicum) al aplicar 75 y 100 mg Lt AgNPs se observaron mayores concentraciones de
aminoacidos, entre ellos de glutamina y asparagina [13]. En arroz la aplicacién de AgNPs aumenta la
concentracion de prolina [14].

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata (AgNPs) en la
desinfestacion, germinacién de semillas, crecimiento temprano y respuestas fisioldgicas, bioquimicas y
nutrimentales de plantulas de arrozcv. Morelos A-98 crecidas en condiciones hidropdnicas en

invernadero.
1.3. Materiales y métodos
1.3.1. Material vegetal

Para evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata (AgNPs) en variables fisioldgicas, bioquimicas y
nutrimentales durante los procesos de germinacién de semillas, crecimiento inicial de plantulas, y
desarrollo vegetativo de plantas de arroz se utilizaron semillas del cultivar arroz Morelos A-98 (Oryza
sativa L. spp. indica) obtenidas del Banco de Nacional de Germoplasma de Arroz del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en Zacatepec, Morelos, México.

1.3.2. AgNps-PVP de Agrovit

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) aplicadas en este estudio son de la marca comercial Agrovit. Estas
AgNPs contienen 1.2% plata metélica y 18.8% de polivinilpirrolidona (PVP); son de morfologia

esferoide, con un diametro promedio de 35 nm caracterizadas, con una variacion de 1 a 90 nm. El
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didmetro hidrodindmico de las AgNPs con PP es de 70, con un potencial zeta de -15 mV, una resonancia
de plasmones de superficie 420 nm y una estructura de PVP confirmada por transformada infrarroja
Fourier por (FTIR) [15].

1.3.3. Aplicacion de AgNPs en germinacion de semillas

En la germinacion de semillas se evaluaron seis tratamientos. El tratamiento 1 (T1) fue el control,
representado por semillas sin desinfectar, lavadas solamente con agua destilada (AD) estéril durante 15
minutos. En el tratamiento 2 (T2) las semillas estuvieron inmersas en una solucion de 40 mg L't AgNPs
(AgroVit) por 12 min. En el tratamiento 3 (T3) las semillas fueron expuestas a 80 mg L™ AgNPs y en el
tratamiento 4 (T4) a 120 mg L™ AgNPs igualmente por 12 min. El tratamiento 5 (T5) consistio en el
lavado de las semillas con una solucién de etanol al 70% por 10 min, después se enjuagaron tres veces
con agua destilada estéril, y posteriormente se incubaron por 1 h en una solucién de hipoclorito de sodio
(NaClO) al 5% con 0.025 g de Tween 20. El tratamiento 6 (T6) consistio en la inmersion de la semilla
en una solucién de Benomilo (C14H18N4Os, 1-benzimidazol-2-ilcarbamato de metilo) al 50% a una
concentracion de 2 g en 100 mL de agua durante 1 h (500 g de i. a. kgl). Al final, para todos los
tratamientos, las semillas se dejaron secar sobre papel filtro estéril en campana de flujo laminar en

condiciones de esterilidad.

Para evaluar la germinacion, las semillas se colocaron en contenedores plasticos transparentes
desechables, con dimensiones de 11x11x8 cm, sobre papel filtro de 10x10 cm con 15 mL de agua
destilada estéril. Cada 48 h se adicionaron 15 mL de agua destilada estéril para mantener la humedad.
Las cajas se depositaron en oscuridad a 28 °C por 3 dias, después fueron expuestas a la luz natural. Se
tuvieron tres repeticiones por tratamiento mismas que fueron distribuidas completamente al azar. La

unidad experimental fue el contenedor de plastico transparente con 10 semillas.

Durante los primeros seis dias después del establecimiento de los tratamientos se contabiliz6 el nimero
de semillas germinadas, y a los 10 dias las plantulas fueron medidas y cosechadas para evaluar el efecto

de los tratamientos en el crecimiento inicial después de la germinacion.
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1.3.4. Aplicacion de AgNPs en el desarrollo vegetativo de plantas

Para evaluar el efecto de las AgNPs en el desarrollo vegetativo de las plantas de arroz se establecio un
segudo experimento en hidroponia. Para ello, las semillas se lavaron con una solucion de etanol al 70%
por 10 min, después se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, y posteriormente se incubaron
por 1 h en una solucion de NaClO al 5% con 0.025 g de Tween 20. Al final, las semillas se secaron sobre

papel filtro estéril en una campana de flujo laminar.

Una vez desinfectadas semillas de arroz se colocaron en medio MS (Sigma-Aldrich; Steinheim,
Germany) suplementado con 3% (w/v) sacarosa (J. T. Baker; Philadelphia, PA, USA) y solidificado con
0.8% agar (Merck; Darmstadt, Germany) en frascos de cristal, mismo que se mantuvieron a oscuridad a
28 °C por 3 d; exponiéndose a luz ambiental por otros 14 d; finalmente, las plantulas se trasladaron a un
sistema hidroponico [16], en contenedores plasticos con un volumen de 8 L de solucion nutritiva Yoshida
(1.43 mM NHsNO3, 1.00 mM CaCl, 2H20, 1.64 mM MgSOs 7H20, 1.32 mM K32S04, 320 uM NaH2POs4,
100 uM Fe-EDTA, 7.99 uM MnCl; 4H>0, 0.15 pM ZnSO4 7H20, 0.15 uM CuSO4 5H-0, 0.08 uM
(NH4)sM07024 4H20 y 1.39 uM H3BO:3) esto de acuerdo con Moreno-Alvarado et al. (2017) [17]. Dos
semanas (14 d) después del trasplante se suministraron 0, 20, 40 y 80 mg L™* AgNPs a la solucién
nutritiva. La solucion nutritiva se reemplazé completamente cada 8 d y cada tercer d se ajusté el pH de
la solucion a 5.5 utilizando H2SO4 0 NaOH 1 N. El experimento se llevo a cabo en invernadero, a una
temperatura promedio de 28 °C/15 °C (dia/noche), humedad relativa de 60% con 16 h luz (159 umol m-
251y y 8 h oscuridad.

Para evaluar los parametros de crecimiento las plantas de arroz se establecieron en un sistema
hidroponico de raiz flotante en solucion Yoshida. A la solucion nutritiva se adicionaron dosis crecientes
de AgNPs: 0, 20, 40 y 80 mg L™ durante 32 dias, cuando las plantas habian alcanzado los 46 dias de
edad.
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1.3.5. Variables evaluadas
1.3.5.1. Porcentaje de germinacion de semillas

Para evaluar el porcentaje de germinacion se registraron las semillas germinadas cada 24 h durante 6

dias, considerando como semilla germinada aquella con radicula de 2 mm de longitud.

1.3.5.2. Crecimiento inicial de plantulas

Durante el crecimiento inicial se evaluaron longitud de vastago y raiz de plantulas con apoyo del software
de procesamiento de iméagenes digitales ImagenJ version 1.50i del National Institutes of Health
(Bethesda, MD, USA) [18]. Diez dias después de la aplicacion de tratamientos, las plantulas fueron
separadas en vastago y raiz para determinar su longitud, peso de la materia fresca (PMF) y peso de la
materia seca (PMS). El peso de la materia seca se determin6 48 h después de secar las muestras a 70 °C

en una estufa de aire forzado.

1.5.3. Produccion de biomasa fresca y seca

A los 32 d después de aplicados los tratamientos (plantas de 46 dias de edad), las plantas se cosecharon,
se lavaron con agua destilada y se midio altura, longitud y volumen de raiz y nimero de macollos. Las
plantas se separaron en vastago y raiz, se registraron el peso la biomasa fresca, y el peso de biomasa seca
después de se secarse en estufa de aire forzado (Riossa HCF-125; Monterrey, Mexico) a 72 °C por 72 h.

1.5.4. Intercambio gasesoso o fotosintesis

A plantas de 45 d de edad con 31 d de tratamientos de AgNPs, se midieron parametros de intercambio
gaseoso como Concentracion intercelular (Ci) de CO., Tasa transpiratoria (E), Conductancia estomatica
(Gs), y Tasa fotosintética (A), sobre hojas maduras y no senescentes de plantas de arroz, mediante un
equipo PP Systems CIRAS-2 (Amesbury, MA, USA) deacuerdo con Reynolds (2012) [19].

1.5.5. Concentraciones y acumulaciones nutrimentales

Del material vegetal seco cosechado a los 32 dias después del inicio de la aplicacion de los tratamienrtos,
para el andlisis de las concentraciones y acumulaciones nutrimentales se tomaron 0.25 g de tejido seco

de vastago y raiz, se sometieron a digestion himeda con una mezcla de H2SO4:HCIO4 (2:1, v:v) de
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acuerdo con la metodologia descrita por Alcantar y Sandoval (1999) [20]. Estos extractos se analizaron
mediante un equipo de espectroscopia de emision Optica de induccion por plasma acoplado (Varian ICP
OES 725-ES; Mulgrave, Australia). La determinacion de N se realizd por el método de semimicro-
Kjeldahl [21].

1.5.6. Concentraciones de clorofilas

La cuantificacion de las concentraciones de clorofila se realizo por el método de Geiger et al. (1998)
[22]. Para ello se tomaron 60 mg de tejido fresco de vastagos y raices, y se procedié con una extraccion
etanolica secuencial de (80, 80 y 50%) incubadas en bafio Maria a 80 °C durante 20 min cada una y
centrifugadas a 14000 rpm por 5 min. Los sobrenadantes extraidos de una misma muestra se concentraron
en un mismo embace. Las concentraciones de clorofilas a y b, se cuantificaron por espectrofotometria

(Jenway 6715; Staffordshire, UK) a partir de los extractos de vastago, a 635 y 645 nm.

La concentracién de aminoacidos libres totales para vastago y raiz se realizo utilizando el método
deninhidrina [23], a una longitud de onda de 570 nm en la que se empled L-leucina (Sigma-Aldrich;
Steinheim, Germany) para la curva estandar.

1.5.7. Concentracion de azUcares totales

La determinacion de las concentraciones de azUcares totales se realiz6 de acuerdo a Bailey (1958) [24].
Para ello se pesaron 500 mg de tejido fresco de vastago y raiz, se maseraron y se les agreg6 un volumen
50 mL de etanol (80%) en ebullicidn constante con leve agitacion; después de filtrado, a 1 mL del extracto
se le agregaron 5 mL de antrona 0.4% (w/v) en H2SO4 concentrado (Merck; Darmstadt, Germany),
usando hielo para disminuir la temperatura la reaccién. Posteriormente los extractos fueron calentados a
95 °C en bafio Maria durante 15 min, y despues se colocaron en hielo. Se usé glucosa (Sigma-Aldrich;
Saint Louis, MO, USA) para elaborar la curva estandar y las muestras fueron leidas a una absorbancia
de 600 nm.
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1.3.6. Anaélisis estadistico

Con los datos obtenidos se realizo analisis de varianza, asi como la comparacion de medias con la prueba
de LSD, con un nivel de significancia de 0.05, empleando los procedimientos estadisticos del paquete
estadistico SAS 9.3 [25].

1.4. Resultados
1.4.1. Las AgNPs estimulan la germinacion en arroz

En la Figura 1.1 se presenta la cinética de germinacion de semillas de arroz expuestas a diferentes
tratamientos. Se observa que los tratamientos de desinfestacion de las semillas con 80 y 120 mg L*
AgNPs redujeron el tiempo de germinacion y aumentaron el porcentaje de germinacién, dado que se
alcanzé el 100% en solo 4 d. Por el contrario, en semillas desinfestadas con hipoclorito de sodio (NaClO)
al 5%, alcanzaron 63.3% de germinacion en 6 d. Semillas del tratamiento control (agua destilada)

lograron 93.3% después de 6 d.

Es posible observar que la inmersion de semillas de arroz en soluciones conteniendo 80 mg L™t AgNPs
durante 12 minutos promovieron la germinacion un 50% a partir del dia 3 después de la siembra y un
crecimiento inicial de la parte aérea de 40.47 %, con un comportamiento similar al observado en semillas
tratadas con el fungicida Benomilo; concentraciones de 120 mg L™ AgNPs incrementaron la velocidad

de germinacion un 38.72%, y promovieron el crecimiento de plantulas.

18



100 - -
—a— Control
40 mg L' AgNPs
[ 80 mg L' AgNPs

=8 120 mg L' AgNPs
c =& NaClQ 5%
0 CraHigM 05 1%
B 50
m
L
E
L 25
(L

0 = &

0 1 2 3 4 3 6 7

Days

Figura 1.1. Cinética de germinacion de semillas de arroz cv. Morelos A-98, tratadas con diferentes

métodos de desinfestacion.

1.4.2. Concentraciones medias de AgNPs estimula la produccién de biomasa de vastago y raiz en

etapas iniciales de crecimiento de plantulas de arroz

Después de 10 d del establecimiento de las semillas, se evaluaron parametros de crecimiento inicial en
las plantulas. En la Figura 1.1 se observa que con todos los tratamientos de desinfestacion de semillas,
excepto el NaClO 5%, se obtuvo un crecimiento del vastago superior al control. Entre el control y el
tratamiento con NaClO al 5%, no existieron diferencias significativas en el crecimiento o del vastago
(Figura 1.2).

19



200

W Shoot O Root

180

180

ab

Relhtive growth (36)
=
G ]
] ]

60

40

0 r

0 AgNps 40 AgNps 80 AgNps 120 AgNps  CyyHyMN,0y NaClo
mg Lt 1% 5%
Treatments

Figura 1.2. Crecimiento relativo inicial de plantulas de arroz cv. Morelos A-98 en respuesta a
tratamientos de desinfeccion de semillas con nanoparticulas de plata, Benomilo (1%) e hipoclorito de
sodio (5%) en condiciones de laboratorio. Medias + DE con letras distintas en cada 6rgano, indican

diferencias estadisticas significativas (LSD, 0.05).

En los tratamientos con 80 y 120 mg L' AgNPs el crecimiento inicial del véastago fue superior en 40.47
y 38.72%, respectivamente; mientras que, el Benomilo (C14H1sN4O3) fue de 14.32% y con hipoclorito

de sodio (NaClO) éste se redujo en 60.7%, en todos los casos respecto al control (Figura 1.2).

La longitud de raiz fue estadisticamente superior al control y al resto de los tratamientos con 80 y 120
mg L AgNPs. Los incrementos relativos en el crecimiento de la raiz en estos tratamientos fueron del
orden de 40.5 y 38.8%, respectivamente; mientras que el tratamiento con C14H1sN4O3z al 1% aumentd en
14.3%. Los tratamientos 40 mg Lt AgNPs y NaCIO al 5% redujeron el crecimiento de la raiz en 3.4 y

60.9 %, respectivamente.
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En la Figura 1.3 se observa como la concentracion de 80 mg L™t AgNPs estimulé mayor crecimiento de
vastago y raiz, que se corrobora los pesos de la materia fresca (Figura 1.4a) y seca (Figura 1.4b) de
vastago y raiz. Estos resultados posiblemente se deban a que las AgNPs pueden acelerar el metabolismo
del almidon almacenado en las semillas de arroz porque inducen la absorcion de agua mas rapido en el
proceso de hidratacion. En un experimento similar, la aplicacion de 10 y 20 mg L™t AgNPs a semillas de
arroz aumentd significativamente (2.6 y 2.5 veces, respectivamente) la actividad de a-amilasa en

comparacion con las semillas control, asi como el contenido de azUcares solubles totales [26].

40 mg L' AgNPs 80mg L' AgNPs

CiaHiaNOs 1 G5 NaClO 5%

Figura 1.3. Crecimiento inicial de arroz Morelos A-98 tratadas con AgNPs a concentracion de 40, 80 y

120 mg L™, hipoclorito de sodio (5%) y Benomilo (1%).
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Figura 1.4. Peso de biomasa fresca (a) y seca (b) de vastago y raiz de plantulas de arroz cv. Morelos A-

98 provenientes de semillas desinfestadas con nanoparticulas de plata, hipoclorito de sodio (5%) y
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Benomilo (1%). Medias = DE con letras distintas en cada variable, indican diferencias estadisticas (LSD,
0.05).

Al observar el comportamiento del crecimiento entre tejidos evaluados es posible establecer que las
raices son mas sensibles que los véstagos a la aplicacion de los tratamientos, tanto en la produccion de
materia fresca como seca (Figuras 1.4a y 1.4b). La aplicacion de 80 mg L™ AgNPs produjo la media
mas alta para peso de biomasa tanto fresca como seca de vastago, seguido de la aplicacién de 120 mg L
1 AgNPs, aunque ambos fueron estadisticamente similares al control y a NaClO. Las medias mas bajas
para esta variable se observaron en plantas tratadas con 40 mg L™t AgNPs y Benomilo. Respecto a raiz,
las medias mas altas para peso de biomasa fresca y seca se observaron en plantas tratadas con 80 mg L
AgNPs. EI control presentd la media mas baja con comparacion con el resto de los tratamientos (Figura
1.4ay 1.4b).

1.4.3. Las AgNPs afectan negativamente el crecimiento de plantas de arroz en fase vegetativa

En nuestro experimento en hidroponia para evaluar el efecto de las AgNPs en el crecimiento vegetativo,
expusimos las plantas de arroz de 14 dias de edad a dosis crecientes de PVP-AgNPs (0, 20, 40 y 80 mg
L) a partir de Argrobit, las cuales se adicionaron a la solucion nutritiva. Las plantas estuvieron expuestas
a estos tratamientos durante 32 dias. Observamos que la aplicacion de estas nanoparticulas disminuy6

las variables altura de planta, longitud de raiz, volumen de raiz y nimero de macollos (Figura 1.5).

En cuanto a altura de planta (Figura 1.5a) y longitud de raiz (Figura 1.5b) todos los tratamientos con
AgNPs fueron estadisticamente inferiores al control, con el valor méas bajo observado en plantas
expuestas a 80 mg L't AgNPs, el cual fue un 16.11% menor respecto al control (Figura 1.5a). Por otro
lado, el volumen de raiz (Figura 1.5d) y el namero de macollos (Figura 1.5d) también fueron inferiores
al control, aunque en ambos casos no hubo diferencias entre los tres tratamientos donde se aplicaron las
AgNPs.
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Figura 1.5. Indicadores de crecimiento vegetativo de plantas de arroz expuestas a diferentes
concentraciones de AgNPs a partir de PVP-AgNPs. Altura de planta (a), longitud de raiz (b), nGmero de
macollos (c) y volumen de raiz (d). Plantas de 46 d de edad fueron crecidas en solucion nutritiva de
Yoshida con 0, 20, 40 y 80 mg L™ AgNPs durante 32 dias. Medias + DE con letras distintas en cada

variable, indican diferencias estadisticas entre tratamientos (LSD, 0.05).

El peso de biomasa fresca de raiz disminuy6 13.96, 8.71 y 43.19% respecto al control, al aplicar 20, 40

u 80 mg Lt AgNPs, respectivamente. En vastago, la disminucion del peso de la biomasa fresca fue de
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46.53, 48.48 y 64.36% al aplicar 20, 40 u 80 mg L' AgNPs, respectivamente, en comparacion con el
control (Figuras 1.6ay 1.6b).

De la misma manera, el peso de biomasa seca de vastagos y raiz disminuyo en un 67.99, 73.58 y 83.53%
con los tratamientos de 0, 20, 40 y 80 mg L™t AgNPs, respectivamente (Figura 1.6¢), siendo diferente al
control desde el punto de vista estadistico, a partir de la concentracion de 20 mg L™ AgNPs. Este mismo

comportamioento se observo para biomasa seca total (Figura 1.6d).
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Figura 1.6. Produccion de biomasa de plantas de arroz en respuesta a la aplicacién de diferentes
concentraciones de AgNPs a partir de PVP-AgNPs. Peso de biomasas fresca de vastagos y raices (a)
Peso de biomasas fresca total de plantas (b), peso de biomasas seca de vastagos y raices (c) y peso de
biomasas seca total de plantas (d). Plantas de arroz cv. Morelos A-98 tratadas durante 46 d a
concentraciones de 0, 20, 40 y 80 mg L™ de nanoparticulas de plata (AgNPs) en la solucion nutritiva

Yoshida. Medias + DE en cada subfigura con letras distintas indican diferencias estadisticas (LSD, 0.05).

En la Figura 1.7 se muestra una fotografia que ilustra le morfologia que exhibieron las plantas al finalizar

el experimento.
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Figura 1.7. Morfologia de plantas de arroz cv. Morelos A-98 tratadas durante 32 d a concentraciones de
0, 20, 40 y 80 mg L"* de nanoparticulas de plata (AgNPs) en la solucion nutritiva Yoshida al finalizar el

experimento, después de 32 dias de exposicion a AgNPs.
1.4.4. A bajas concentraciones, las AgNPs estimulan algunos indicadores fotosintéticos en arroz

Los tratamientos de AgNPs no presentaron diferencias significativas para los pardmetros concentracion
intracelular de oxigeno (Ci) (Figura 1.8a) ni tasa transpiratoria (E) (Figura 1.8b), aunque
numéricamente se aprecié un ligero incremento al aplicar 20 mg L AgNPs. Conductancia estomatica
(Gs) (Figura 1.8c) y tasa fotosintética (A) (Figura 1.8d) incrementaron con aplicaciones de 20 mg L™
AgNPs, pero conforme aument6 la dosis de AgNPs estos pardmetros mostraron diferencias significativas
disminuyendo con respecto al control. De hecho, la media més alta se observa en plantas tratadas con 20
mg L AgNPs fue estadisticamente diferente a las observadas en el resto de los tratamientos, incluyendo

al control.
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Figura 1.8. Parametros de intercambio gaseoso en plantas de arroz cv. Morelos A-98 tratadas durante
32 dias con diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata (AgNPs) en la solucion nutritiva. a)
Ci=Concentracion intercelular de CO>. b) E=Tasa transpiratoria. ¢) Gs= Conductancia estomatica. d) A=
Tasa fotosintética. Medias + DE en cada subfigura con letras distintas indican diferencias estadisticas
(LSD, 0.05).

1.4.5. Las AgNPs estimulan la concentracidon de algunos nutrimentos en tejido vegetal

Con la finalidad de identificar una posible interaccién entre la absorcion de AgNPs y los nutrimentos

esenciales, se determind la concentracion de macronutrimentos, micronutrimentos y plata iénica en
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vastago y raiz de plantas de arroz cv. Morelos A-98 crecidas en diferentes concentraciones de AgNPs
durante 46 d.

Las concentraciones de N, P y Ca en vastagos no observaron diferencias estadisticas entre tratamientos
(Figuras 1.9a, 1.9b y 1.9c). Respecto a K y Mg las mayores concentraciones prevalecieron en el control,
con una disminucion para K de 12.71, 22.83 y 23.29% y 11.46, 26.92 y 22.53% para Mg, en plantas
tratadas con 20, 40 y 80 mg L™t AgNPs, respectivamente, en comparacion con el control (Figuras 1.9d
y 1.9¢). La aplicacion de 20 mg L™t AgNPs aumento la concentracion de S en 52.34% respecto al control,
mientras con 40 y 80 mg L™t AgNPs las concentraciones de este elemento disminuyeron en 27 y 23.4%
respecto al tratamiento con 20 mg L't AgNPs (Figura 1.9f). Es importante notar que 20 mg L™ AgNPs,
concentraciones de S en vastago, aumento significativamente, y apliciones de 40 y 80 mg L™ AgNPs, las
concentraciones de S en vastago fueron mayores respecto al control y menores respecnto a 20 mg L*
AgNPs.
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Figura 1.9. Concentracidn de macronutrimentos en vastagos de arroz cv. Morelos A-98, tratados via raiz
por 32 dias con 0, 20, 40 y 80 mg L™t AgNPs a partir de PVP-AgNPs en solucion. Medias + DE en cada

figura con letra distinta, indican diferencias estadisticas significativas (LSD, 0.05). DBW: Dry Biomass
Weight.
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En relacion con los micronutrimentos en vastagos de arroz, los tres tratamientos de AgNPs incrementaron
la concentracion de Fe respecto al control, los cuales fueron 185.49, 93.28 y 158.94% maés altos que el
control para 20, 40 y 80 mg L™t AgNPs, respectivamente (Figura 1.10a). Las concentraciones de Cu, Zn
y B no observaron efectos significativos de los tratamientos probados (Figura 1.10b y 1.10c), aunque
numericamente se apreciaron reducciones para Cu y aumentos para Zn y B. Las aplicaciones de 40 y 80
mg Lt AgNPs redujeron las concentraciones de Mn, en tanto que al aplicar 20 mg L™t AgNPs se mantuvo

una concentracion de Mn similar al control (Figura 1.10d).

Las concentraciones de plata iénica aumentaron al aplicar 40 y 80 mg L™t AgNPs respecto al control, y
aungue también hubo un aumento numérico en la concentracion de este metal al aplicar 20 mg L™t AgNP,
este valor fue estadisticamente similar al control, pero superior al observado en plantas expuestas a 40 y
80 mg L™t AgNPs (Figura 1.10f).
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Figura 1.10. Concentracion de micronutrimentos y Ag en vastagos de arroz cv. Morelos A-98, tratados
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letra distinta, indican diferencias estadisticas significativas (LSD, 0.05). DBW: Dry Biomass Weight.
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En raiz, las concentraciones de N y P aumentaron en plantas expuestas a AgNPs. Para el caso de N, los
aumentos fueron de 46.53, 14.85 y 75.25% en plantas expuestas a 20, 40 y 80 mg L AgNPs
respectivamente, en comparacion con el control. Para P, los aumentos fueron de 21.25, 53.03 y 84.33%
para plantas expuestas a 20, 40 y 80 mg L™ AgNPs, respectivamente, en comparacion con el control
(Figuras 1.11a y 1.11b). Las concentraciones de Ca, Mg y S no fueron afectadas por los tratamientos
(Figuras 1.11d, 1.11e y 1.11f), en tanto que las de K disminuyeron en 56.41, 47.83 y 42.32% en plantas

expuestas a 20, 40 y 80 mg L™t AgNPs, respectivamente, en comparacion con el control (Figura 11c).
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En raiz, las concentraciones de Fe y Cu aumentaron en plantas tratadas con AgNPs respecto al control.
Para el caso de Fe, los aumentos respecto al control fueron de 183.46, 185.47 y 250.61% en plantas
tratadas con 20,40 y 80 mg L™t AgNPs, respectivamente. Para Cu, los aumentos fueron de 153.59, 159.97
y 271.15% en plantas expuestas a 20, 40 y 80 mg L™ AgNPs, respectivamente, en comparacion con el
control (Figuras 1.12ay 1.12b). Las concentraciones de Zn, Mn y B no fueron afectadas por la aplicacion
de AgNPs (Figuras 1.12c, d y e).

La concentracion de plata iénica aumento significativamente con 80 mg Lt AgNPs respecto a los demas
tratamientos, y aunque al aplicar 20 y 40 mg L™t AgNPs no se observaron diferencias respecto al control,
numéricamente hubo mayor concentracion de Ag en plantas expuestas a estos Gltimos tratamientos en
comparacion con el control. También fue posible observar que la concentracion de Ag fue mayor en raiz

que en vastago (Figuras 1.10f y 1.12f).

35



a) b)
£ 12000 _.6, 120 3
€ 10000 ; a 2 e 100
'E T .E a
c — 38000 c 80 ab +
£ K<)
55 o0 232 60
€9 4000 b 09 4l
[T T [T b
on up
& 0 - 0 1 L
0 20 40 80 h 0 20 40 80
AgNPs ( mgL1) AgNPs ( mgL?)
c) d)
700 200
8 o : 8
£ 500 | I £ 150 - 2 a
8> 400 s> T L 2
] E = E 100 |
g a 3 a a g [
§ - 200 e d § — 50 -
o o
c 0 ' ' c 0 '
N 0 20 40 80 = 0 20 40 80
AgNPs ( mgL?Y) AgNPs( mgL?)
e) f)
300 14000
° B a
2 250 - a 9 12000
£ a £
< E 200 I 2 a ] s _ 10000
.0 u B 8000
® @ 150 %>
= 0 =2 6000 b
E = 100 E = 4000
g2 2w b
g2 50 8w 2000 - ﬁ
[=2]
0 2 0 ! L L
0 20 40 80 0 20 40 80
AgNPs (mgL?) AgNPs ( mg L)

Figura 1.12. Concentracion de micronutrimentos y Ag en raiz de arroz cv. Morelos A-98, tratados via

raiz por 32 dias con nanoparticulas de plata (AgNPs). Medias + DE en cada figura con letra distinta,

indican diferencias estadisticas significativas (LSD, 0.05). DBW: Dry Biomass Weight.
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1.4.6. Las AgNPs disminuyen las acumulaciones de macronutrimentos y mantienen estables las

de micronutrimentos

En véstago, los valores promedio de acumulacion de N, P, K, Ca, Mg y S disminuyeron en todos los
casos en plantas tratadas con AgNPs respecto al control (Figura 1.13). Por el contario, las medias de
acumulacioén de Fe en plantas expuestas a AgNPs aumentaron respecto al control, pero se mantuvieron
estables las de Cu, Zn, y B. En general, las acumulaciones de Mn disminuyeron en todos los tratamientos
de AgNPs, pero las diferencias fueron significativas respecto al control solo en plantas expuestas a 40 y
80 mg L't AgNPs (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Acumulacién de micronutrimentos y Ag en vastago de arroz cv. Morelos A-98, tratados via
raiz por 32 dias con nanoparticulas de plata (AgNPs) en solucion. Medias + DE en cada figura con letra
distinta, indican diferencias estadisticas significativas (LSD, 0.05). DBW: Dry Biomass Weight.

39



La acumulaciéon de macronutrimentos (N, P, K, Ca, Mg y S) en vastago de arroz fue afectada por la
aplicacion de AgNPs disminuyendo significativamente, en dosis de 20, 40, y 80 mg L™t AgNPs (Figura
1.13) que corresponden en un 65.70, 70.93 y 79.15% para N; 67.97, 74.28 y 81.55% para P; 72.06, 80.16
y 85.86% para K; 84.84, 90.12 y 91.25% para Ca; 71.66, 81.21 y 85.72% Mg; y 51.24, 67.99 y 76.16%
para S.

La concentracion de Ag en vastago Yy raiz se relaciond de manera positiva con la concentracion de AgNPs
en la solucidn nutritiva. Asimismo, la concentracion de Ag fue mayor en raiz en concentraciones de 80

que en véstago (Figura 1.10f).

El valor promedio de la acumulacion de plata ionica aumenté al incrementar la concentracion de AgNPs
en la solucion nutritiva, aunque las diferencias fueron significativas solamente en plantas expuestas a 40

mg Lt AgNps respecto al control (Figura 1.14f).

Para raices, los valores promedio de acumulacion de N y P no fueron afectados por los tratamientros de
AgNPs respecto al control (Figuras 1.15a y 1.15b). Por otra parte, los promedios de acumulacion de K,
Ca, Mgy S disminuyeron significativamente en plantas tratadas con AgNPs respecto a las plantas control
(Figuras 1.15c, 1.15d, 1.15e y 1.15f). Por el contrario, las acumulaciones de Fe y Cu aumentaron en
plantas tratadas con AgNPs (Figuras 1.16a y 1.16b), en tanto que las de Zn, Mn y B se mantuvieron

similares en todos los tratamientos evaluados (Figuras 1.16¢, 1.16d y 1.16e).

Los valores de acumulacion de Ag fueron estadisticamente superiores al control en plantas tratadas con
80 mg Lt AgNPs. Aunque numéricamente los valores promedio de acumulacion de Ag en plantas
expuestas a 20 y 40 mg L't AgNPs fueron superiores al control, la prueba estadistica muestra medias

similares (Figura 1.16f).
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Figura 1.15. Acumulacién de macronutrimentos en raiz de arroz cv. Morelos A-98, tratados via raiz por
32 dias con nanoparticulas de plata (AgNPs) en solucion. Medias + DE en cada figura con letra distinta,
indican diferencias estadisticas significativas (LSD, 0.05). DBW: Dry Biomass Weight.
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Figura 1.16. Acumulacién de micronutrimentos y Ag en raiz de arroz cv. Morelos A-98, tratados via
raiz por 32 dias con nanoparticulas de plata (AgNPs) en solucion. Medias + DE en cada figura con letra
distinta, indican diferencias estadisticas significativas (LSD, 0.05). DBW: Dry Biomass Weight.
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1.4.7. Las AgNPs disminuyen las concentraciones de clorofilas

La concentracion de clorofila a en vastago se redujo significativamente en 23.65% con la aplicacion de
20 mg L™t AgNPs, en 38.79% con 40 mg L™t AgNPs y en 43.38% con 80 mgL* AgNPs, en comparacion
con el control (Figura 1.17a). De la misma manera, las AgNPs redujeron la concentracion de clorofila b
en aproximadamente 28% en plantas tratadas con 20 mg L™ AgNPs, en mas de 27% en las expuestas a
40 mg L't AgNPs, y en 30% en las expuestas a 80 mg L™t AgNPs, respecto al control (Figura 1.17b). La
concentracion de clorofila total se redujo en 24.44 % con 20 mg L™t AgNPs, 36.62% con la aplicacion de

40 mg Lt AgNPs, y en 40% con la aplicacion de 80 mg L™t AgNPs, respecto al control (Figura 1.17c).
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Figura 1.17. Concentracion de clorofilas en vastago de arroz por efecto de la aplicacion de diferentes
concentraciones de AgNPs a partir de PVP-AgNPs. Concentracion de clorofila a (a), concentracion de
clorofila b (b) y concentracion de clorofila total (c), en vastagos de plantas de arroz cv. Morelos A-98
tratadas con AgNPs. Las plantas fueron crecidas en solucion nutritiva de Yoshida con 0, 20, 40 y 80 mg
Lt AgNPs durante 32 dias. Medias + DE en cada figura con letra distinta, indican diferencias estadisticas
significativas (LSD, 0.05). FBW: Fresh BiomassWeight.
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1.4.8. EI AgNPs afectan diferencialmente las concentraciones de amino&cidos y azucares totales

en vastago y raiz

La concentracion de aminodcidos libres totales en vastagos no fue afectada por los tratamientos probados.
Resultd interesante observar que, en raiz, los tratamientos con 40 y 80 mg L™t AgNPs, aumentaron en
10.24% y 11.41% las concentraciones de estas biomoléculas respecto al control, y estas diferencias

fueron significativas (Figura 1.18a).

La concentracion de azUcares totales, en vastago, disminuyé 62.47, 46.48 y 39.63% con la aplicacion de
20, 40 y 80 mg L* AgNPs respectivamente, con respecto al control. En raiz, se obtuvo una disminucion
significativa en la concentracion de azlcares, de 51.22% con la adicion de 20 mg L™t AgNPs, un 63.65%
con 40 mg L y solo 7.15% a 80 mg L™ AgNPs (Figura 1.18b).
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Figura 1.18. Concentracion de aminodcidos libres totales (a), azlcares totales (b) en vastago y raiz de
plantas de arroz cv. Morelos A-98. crecidas en solucion nutritiva de Yoshida con 0, 20, 40 y 80 mg L™
AgNPs durante 32 dias. Medias + DE con letras distintas en cada variable, indican diferencias estadisticas
entre tratamientos (LSD, 0.05). FBW: Fresh Biomass Weight.

1.4.9. Las AgNPs aumentanlas concentraciones de prolina en vastago, pero no en raiz

Los tratamientos con AgNPs generaron aumentos en la concentracién de prolina en vastago del orden de
4,51y 119.05% en plantas tratadas con 20 y 40 mg L™ AgNPs, respectivamente, y del orden de 270.43%
en plantas expuestas a 80 mg L AgNPs, mientras que en raiz las concentraciones se mantuvieron

estadisticamente similares (Figura 1.19a).
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Figura 1.19. Concentracion de prolina en vastago de arroz crecidas en solucion nutritiva de Yoshida con
0, 20, 40 y 80 mg Lt AgNPs durante 32 dias. Medias + DE con letras distintas en cada variable, indican
diferencias estadisticas entre tratamientos (LSD, 0.05). FBW: Fresh Biomass Weight.

1.5. Discusion

1.5.1. Germinacion en arroz

En esta investigacion se evalud el impacto de las AgNPs en la germinacién, el crecimiento inicial de
plantulas después de la germinacion, y el crecimiento vegetativo de plantas en condiciones hidropdnicas
en invernadero. Uno de los factores importantes que puede determinar el efecto estimulante o fitotdxico
de las nanoparticulas en su tamafio. De hecho, las AgNPs mas pequefias muestran mayor fitotoxicidad

[30]. AgNPs de 25 nm presentan una mayor absorcién y con ello un dafio celular en arroz [31].

Nuestro estudio revela un efecto inductor de germinacion de semillas y crecimiento inicial de plantulas,
pues a concentraciones de 80 y 120 mg L™ AgNPs el porcentaje de germinacion (Figura 1.1) y el
crecimiento relativo de plantulas, tanto de vastagos como de raices (Figura 1.2). Sin embargo, los datos

observados en el presente experimento son contrarios a los observados en un estudio en el que se
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sumergieron semillas de arroz Jazmin a concentraciones de 10 a 100 mg L de AgNPs durante 24 horas,

y que resultaron ser concentraciones toxicas para la germinacion y crecimiento de plantulas de arroz [28].
1.5.2. Produccién de biomasa en etapas iniciales de crecimiento de plantulas de arroz

Como se observa en la Figura 3, al aplicar 80 mg L™ AgNPs se produjo mayor crecimiento inicial de
vastago y raiz (Figura 1.3), lo cual se tradujo en mayores pesos de la materia fresca (Figura 1.4a) y seca
(Figura 1.4b) de estos 6rganos. Estos resultados posiblemente se deban a que las AgNPs pueden acelerar
el metabolismo del almidén almacenado en las semillas de arroz porque inducen la absorcion de agua
mas rapido en el proceso de hidratacion. En un experimento similar, la aplicacion de 10 y 20 mg L™
AgNPs a semillas de arroz aumento significativamente (2.6 y 2.5 veces, respectivamente) la actividad de
a-amilasa en comparacion con las semillas control, asi como el contenido de azUcares solubles totales
[26].

Al observar el comportamiento del crecimiento entre tejidos evaluados es posible establecer que las
raices son mas sensibles que los vastagos a la aplicacion de los tratamientos, tanto en la produccién de
materia fresca como seca (Figuras 1.4ay 1.4b).

Los efectos en la reduccion del crecimiento en los tratamientos evaluados pueden estar asociados a la
regulacion de la produccién de compuestos inhibidores o metabolitos secundarios toxicos mas en raiz
que en vastago. Para comprobar esta hipdtesis, sera necesario identificar los metabolitos producidos en
estas condiciones experimentales y las hormonas responsables de los efectos inhibitorios observados,

como lo es el etileno y su relacién con las citocininas [27].
1.5.3. Crecimiento de plantas de arroz en fase vegetativa

Tanto en altura de planta como en longitud de raiz, ninguno de los tratamientos fue estadisticamente
superior al control, observandose una disminucion de estas variables de crecimiento respecto al control.
En plantas de frijol y maiz con la dosis mas alta de 100 ppm AgNPs disminuye la longitud de raiz, en las
dos especies de estudio [10]. Las AgNPs producen una disminucion ligera en la longitud de raiz y tallo,
asi como la desaparicion de camaras de aire en la corteza de la raiz, alteracion de la forma, tamafio y
distribucion de los elementos del xilema en tallos de Bacopa monnieri [32]. En arroz, el tratamiento con

30 pg mLt AgNP, estimuld la ramificacion de la raiz y el peso seco, contrario a lo observado en brotes
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[9]. En trigo var. UP2338, caupi (Vigna sinensis var. PusaKomal), y Brassica (Brassica juncea var. Pusa
Jai Kisan), el efecto de las nanoparticulas varié de una especie de planta a otra; en trigo no se observé un
efecto significativo en los pardmetros de crecimiento, en caupi a una concentracion de 50 ppm AgNPs
promovid el crecimiento y una mayor nodulacion de la raiz, y en Brassica con 75 ppm AgNPs mejoro la
longitud de brote [33]. Tambén se ha observado una reduccién significativa en la longitud de raiz (0.99
+0.13 cm) en plantulas de arroz cultivadas en presencia de 1 mg L™ AgNPs [14]. En el cv. KDML 105
de arroz, la aplicacion de 100 y 1000 mg L' AgNP inhibié la longitud de raices [28]. Asi también, las
longitudes de raices de seis especies de plantas se redujeron significativamente cuando las semillas se
expusieron a AgNP frente a nitrato de plata (AgNO3) (Yin et al., 2012) [29]. En mostaza (Brassica sp.)
la aplicacién de 3 mM AgNP y AgNOs disminuyeron longitud de brote y de raiz [34]. En rébano
(Raphanus sativus) la aplicacion de 500 mg Lt AgNPs redujo longitud de raiz y brotes en un 47.7 y 40%
con respecto al control [35]. En plantulas de Lupinus termis, la aplicacion de 500 ppm AgNPs redujo
longitud de raices y brotes después de 10 dias de tratamiento [36]. De hecho, las raices se consideran la
principal via de exposicién a NPs que pueden generar toxicidad fisica o quimica en las plantas [37].

En nuestro estudio, la biomasa fresca en raiz y seca en vastago disminuyo con la aplicacion de AgNPs.
En plantas de rabano expuestas a 250 mg Lt AgNPs disminuy? la biomasa seca comparada con el control
[35]. En mostaza expuesta a 3 mM AgNO3z y AgNP se observé disminucion de biomasa fresca de brote
y raiz [34]. En arroz cv. KDML 105 expuesto a 1000 mg L AgNPs se reportaron decrementos
significativos de biomasa fresca y seca en brotes y raices [28]. En plantulas de arroz aplicaciones de 1.0
mg Lt AgNPs redujeron peso fresco de brotes y raices [14]. En Lupinus termis la aplicacion de 500 ppm
AgNPs disminuyé el peso fresco en brotes y raices [36]. Sin embargo, en caupi (Vigna sinensis),

aplicaciones de 50 ppm AgNPs incrementaron la biomasa fresca y seca en brotes y raices.
1.5.4. Indicadores fotosintéticos en arroz

En nuestro estudio bajas concentraciones de AgNPs favorecieron indicadores fotosintéticos en arroz
(Figura 1.8 a, b, c y d). Sin embargo, en rosa (Rosa hybrida cv. Movie Star) con aplicaciones de 50 y
100 mg L* de nanoparticulas de plata la conductancia estomatica y la tasa de transpiracion fueron
menores al control durante el periodo de evaluacion [38], lo cual puede deberse a las diferentes
condiciones experimentales y las diferentes dosis probadas. En Cucurbita pepo la aplicacion de 100 a
1000 mg Lt AgNPs de 100 nm reduce en un 41 a 79% la tasa de transpiracion [39].
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1.5.5. Concentraciones y acumulaciones de nutrimentos en vastago

En nuestro estudio la concentracion de los tres macronutrimentos primarios (N, P y K) en véastagos de
arroz no fueron afectados por las AgNPs (Figuras 1.9a, b y c). Contrario a nuestros resultados, en cafia
de azucar se han reportado incrementos en las concentraciones de N y Mg con aplicaciones de 100 y 200
mg L AgNPs [11], mientras que P, K y Ca no mostraron ninguna diferencia entre tratamientos. los
nutrimentos N y Mg participan en la biosintesis de la clorofila, molécula esencial en la fotosintesis,
misma que en nuestro estudio disminuyo al aplicar AgNPs. Por otra parte, en trigo var. NARC-2009 la
aplicacion de 25 ppm AgNPs incremento el uso eficiente de N, P y K, aunque conforme aumento la dosis
a 150 ppm AgNPs las concentraciones de estos macronutrimentos disminuia [12]. Para Ca 'y Mg se ha
reportado una relacion inversa, ya que conforme se incrementan las concentraciones de AgNPs de 125-

500 mg L%, las concentraciones de estos dos ultimos macronittimentos disminuyen [35].

En relacion con los micronutrimentos en vastagos de arroz, la concentracion de Fe fue superior con 20
mg L con respecto al control y al resto de los tratamientos (Figura 1.11a). Incrementa este
micronutrimento con aplicaciones de 50, 100 y 200 mg Lt AgNPs, mientras que las concentraciones de
Cu y Zn disminuyen con esas dosis [11]. Con incrementos de 125-500 mg L™ AgNPs disminuye la
concentracion de B, Mn, Cu, mientras que a 125 mg L™ incrementa la concentracion de Zn [35].

Las raices se han considerado como la ruta principal de exposicion de las plantas a las nanoparticulas de
plata [37].
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1.5.6. Concentracioén de clorofilas

En este estudio, se observé una disminucion significativa en el contenido de clorofila a, b y clorofila
total, que podria deberse al descenso de la cantidad de la biomasa tanto fresca y seca o como respuesta
al dafio de las membranas de cloroplastos debido un aumento de ROS generando un estrés oxidativo
afectando negativamente el potencial de las plantas [40]. Tratamientos de AgNOz y AgNP a
concentraciones de 1 y 3 mM disminuyeron la concentracion total de clorofila y carotenoides en
(Brassica sp.) [34]. En plantulas de arroz, un descenso en la concentracion de clorofila total y
carotenoides al incrementar la dosis a 1.0 mg L™* AgNPs [14]. En arroz la aplicacion de 60 mg L™ AgNPs
favorecio la concentracion de clorofila a y carotenoides, mientras que la clorofila b disminuye a esa
concentracion [9]. Plantas de frijol mungo (Vigna radiata L.) expuestas a 5, 10 y 20 mg L™ AgNPs no
mostraron cambios significativos comparados con el control, aunque el contenido de clorofila total
disminuyo significativamente con la aplicacion de 50 mg L™t AgNPs [14]. En tomate, aplicacion de 80
mg L AgNPS decrementd significativamente concentraciones de clorofila total con respecto al control
[41]. En frijol y maiz la concentracion de clorofilas a, b, total y carotenoides aumenta, con aplicaciones
de 20-60 ppm AgNPs [10]. Incremento en la concentracion de clorofila con aplicaciones de 25, 50 y 100
ppm AgNPs en plantulas de mostaza var. Pusajaikisan, debido a que las AgNPs mejoran la eficiencia del
intercambio celular de electrones, evitando la fuga de electrones y reduciendo la formacion de especies

reactivas de oxigeno [7].
1.5.7. Concentracion de aminoacidos y azUcares solubles

La reduccion significativa que muestra la concentracion de azucares solubles tanto en vastago como en
raiz podria estar relacionado con la biomasa total y ésta a su vez con la actividad fotosintética, dando
como resultado una disminucion en pigmentos fotosintéticos en presencia de AgNPs. En plantulas de
arroz con aplicaciones de 1.0 mg L™* AgNPs disminuye la concentracion de azlcares totales y azticares
reductores siendo mas evidentes estos Ultimos [14]. En raices de arroz el contenido de carbohidratos
solubles totales disminuyo6 significativamente en respuesta a 60 mg L™* AgNPs [9]. En maiz v frijol con
aplicaciones de 80-100 ppm AgNPs disminuyen los carbohidratos, mientras con aplicaciones de 60 ppm
favorecid la concentracion de carbohidratos en maiz, y el contenido de proteinas incremento con esa
misma concentracion de AgNPs en frijol [10]. Contenidos mas altos de carbohidratos y proteinas en

respuesta a aplicaciones de 60 ppm AgNPs en variedades de chicharo [42]. Con aplicaciones de 75y 100
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mg Lt AgNPs se observaron los mayores aumentos de aminoacidos en plantas de tomate. La aplicacion
de 50, 75y 100 mg L™t AgNPs caus6 una disminucion significativa en el contenido total de proteinas
solubles [13]. En trigo la aplicacion de AgNP redujo los contenidos de arginina e histidina 13.0 y 11.8%,

respectivamente en comparacion con el control [43].
1.5.8. Concentracion de prolina

El aumento significativo en la concellntracion de prolina, en esta investigacion, podrian ser el resultado
del mecanismo de proteccion de estructuras celulares y biomoléculas que presentan las plantas en
presencia de ROS [44]. Tanto en arroz como en frijol mungo la aplicacion de 20 y 50 mg L AgNPs
aumento el contenido total de prolina en comnparacién con el control [14]. Sin embargo, en mostaza el

contenido de prolina disminuye conforme incrementa la concentracion de nanoparticulas de plata [7].
1.6. Conclusiones

El uso de AgNPs en concentraciones de 40, 80 y 120 mg L™ induce la germinacion, en tanto que la
aplicacion de 80 y 120 mg L de AgNPs promueven el crecimiento inicial siendo 80 mg L™t AgNPs la
concentracion idonea para el cultivar Morelos A-98. De estos datos se puede concluir que la aplicacion
de AgNPs a dosis de 40 a 120 mg L™ puede inducir la germinacion y el crecimiento inicial de plantulas,

con lo que se pueden reducir los costos o el tiempo de produccion en el establecimiento de alméacigo.

Durante el desarrollo vegetativo de las plantas de arroz, la aplicacion de AgNPs disminuyo las diferentes
variables de crecimiento medidas, aunque aumentd indicadores fotosintéticos, algunos nutrimentos

esenciales y prolina.
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CAPITULO Il. LA EXPOSICION DE PLANTAS DE ARROZ A NANOPARTICULAS DE
PLATA AFECTA LA EXPRESION DE GENES MULTIFUNCIONALES NAC

2.1. Resumen

El arroz (Oryza sativa) es una especie capaz de tolerar diferentes tipos de estrés a través de diversos
mecanismos, incluyendo la regulacion de la expresion génica. Los factores de transcripcion NAC
constituyen una familia que se encuentra exclusivamente en plantas y que responden a estimulos
ambientales como calor, frio, salinidad, sequia y metales. Su multifuncionalidad puede ser Util para
explicar las respuestas fisiologicas y bioquimicas observadas entre genotipos, aunque el efecto de las
nanoparticulas de plata (AgNPs) sobre la expresion de estos genes no ha sido explorado. En esta
investigacion se estudié el efecto de las AgNPs en la expresion de 17 genes NAC en plantas de arroz
expuestas a 0, 20, 40 y 80 mg Lt AgNPs en condiciones de hidroponia en invernadero. De las plantas
tratadas y control se extrajo RNA total de vastago, a partir del cual se sintetiz6 cDNA vy se realiz6 una
medicion de la expresion génica por la técnica de qRT-PCR. Como gen de referencia se tomo el Factor
de elongacion la, que mostrd mayor estabilidad. La expresion relativa de los genes se determind
utilizando el método 224t con un valor de expresion diferencial de 2. Se encontré que las AgNPs
indujeron la expresion de cuatro genes NAC (0s02956600, Os07g04560, 0s12g43530 y Os0695107) por
al menos una dosis de AgNPs probada, y un gen (0s08g10080) mostro represion de la expresion por la
presencia de estas nanoparticulas en la solucion nutritiva. En el gen Os07g04560, la expresion fue
dependiente de la concentracion de AgNPs, esto es, a mayor concentracion de AgNPs en el medio, mayor
expresion del gen. Se concluye que las nanoparticulas de plata afectan diferencialmente la expresion de
genes NAC en arroz, lo que corrobora la multifuncionalidad de estos genes en plantas.

Palabras clave: Poaceae, Oryza sativa, nanoparticulas, plata, expresion génica, gRT-PCR, factores de

transcripcion, genes NAC.
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2.2. Introduccién

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) tienen propiedades Opticas, eléctricas y térmicas Unicas que les
permiten diversos usos, incluyendo su empleo como agentes antimicrobiales, especialmente contra
bacterias (Li et al., 2010; Lubick, 2008). Actualmente, las nanoparticulas de plata tienen el mayor grado
de comercializacion entre los nanomateriales producidos en el mundo y en la agricultura han abierto una
ventana de oportunidades en la estimulacion del crecimiento y la proteccion vegetal (Avalos et al., 2013).
De acuerdo con Pallavi et al. (2016), las aplicaciones de AgNP a concentraciones de 50 ppm en frijol
caupi (Vigna sinensis) y de 75 ppm en mostaza castafia (Brassica juncea) estimularon algunas variables
de crecimiento. En frijol comun (Phaseolus vulgaris), Das et al. (2018) reportaron que la aplicacion de
25 a 50 mg kg de AgNPs sintetizadas en plantas aumentd el indice de area foliar, nimero de hojas,
contenido de clorofilas, la actividad nitrato reductasa y el rendimiento. En tabaco (Nicotiana tabacum),
las AgNPs promovieron el enraizamiento de explantes en condiciones in vitro (Thangavelu et al., 2018).
Sin embargo, la aplicacion de AgNPs también puede tener efectos adversos en algunas especies. Por
ejemplo, plantas de cebolla (Allium cepa) expuestas a 0.001 mg L™ AgNPs mostraron inhibicion del
crecimiento de raices (Pittol et al., 2017). De acuerdo con Cox et al. (2016), las AgNPs afectan procesos
como germinacion, crecimiento y actividad fotosintética de varias maneras, incluyendo estrés oxidativo,
citotoxicidad y genotoxicidad, y la magnitud del efecto depende de factores como el tamafio de la
nanoparticula, la forma, el revestimiento, el uso de acarreadores, el genotipo de planta y las condiciones
experimentales. En cafia de azUcar (Saccharum spp.), Bello-Bello et al. (2017) reportaron que la
aplicacion de AgNPs ocasiond incremento en la concentracion de especies reactivas de oxigeno y de
peroxidacion lipidica en todas las concentraciones probadas (0, 25, 50, 100 y 200 mg Lt AgNPs), aunque
a bajas concentraciones (i.e. 25 a 50 mg L™ AgNPs) se estimulé el crecimiento y la concentracion de

nitrégeno en tejido vegetal.

El efecto de la aplicacion de AgNPs se ha estudiado principalmente a nivel fisioldgico, bioquimico y
celular, pero poco se ha explorado su efecto a nivel molecular en la induccidn o represion de factores de
transcripcion que se relacionan con el control del crecimiento y las respuestas a estrés, como son los

genes de la familia NAC.

Los genes NAC, cuyo nombre deriva de las iniciales de los nombres de los tres primeros genes

descubiertos de esta familia: no apical meristem (NAM), Arabidopsis transcription activation factor
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(ATAF), y cup-shaped cotyledon (CUC) constituyen una familia de factores de transcripcion Unica en
plantas (Pei et al., 2013). Estos genes son considerados multifuncionales, pues pueden participar en el
control de procesos tan diversos como el crecimiento y desarrollo, y las respuestas a factores de estrés
biotico y abiotico (Shao et al., 2015).

Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue analizar si la aplicacion de niveles crecientes de AgNPs
a plantas de arroz en condiciones de hidroponia en invernadero, tienen algun efecto en el control de la

expresion de genes NAC en vastago.

2.3. Materiales y Métodos

2.3.1. Material vegetal

Para esta investigacion se utilizaron semillas de arroz cv. Morelos A-98 (Oryza sativa L. ssp. indica) que
se obtuvieron del Banco de Germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP), ubicado en el Campo Experimental Zacatepec, estado de Morelos, en México, el
cual se encuentra ubicado a 18°39° NL, 99°12° WL, a 910 m de altitud.

2.3.2. Desinfeccion y siembra de semillas

Las semillas fueron desinfectadas con una solucion de etanol al 70% por 10 min, inmediatamente después
se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se sumergieron por 1 h en hipoclorito de sodio al 5% al

cual se le adicion6 previamente una gota de tween 20 (Hycel; Zapopan, Jalisco, México).

Una vez desinfectadas, las semillas se colocaron sobre papel filtro estéril y se dejaron secar.
Posteriormente las semillas se depositaron en frascos de vidrio en cuyo interior contenian medio MS
(Sigma-Aldrich; Steinheim, Alemania) suplementado con 3% (w/v) de sacarosa (J.T.Baker; Center
Valley, PA, USA) y solidificado con 0.8% de agar (Merck; Darmstadt, Alemania). Posteriormente los

frascos se colocaron en oscuridad a 28 °C por 3 d, después fueron expuestos a luz natural por 11 d.
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2.3.3. Establecimiento de las plantulas en hidroponia y aplicacion de tratamientos

Una vez que las plantulas alcanzaron 14 d de edad se trasfirieron a un sistema hidropdnico en condiciones
de invernadero a una temperatura promedio de 28 °C/15 °C (dia/noche), humedad relativa de 60% con

16 h luz a 159 pmol m? sy 8 h oscuridad.

Se usaron recipientes plasticos de 8 L con solucion nutritiva Yoshida (Yoshida et al., 1976) (1.43 mM
NHsNO3, 1.00 mM CaClz 2 H,0, 1.64 mM MgSO4 7 H20, 1.32 mM K3SO4, 320 puM NaH2PO4, 100 pM
Fe-EDTA, 7.99 uM MnCl; 4 H20, 0.15 uM ZnSO4 7 H20, 0.15 pM CuSO4 5 H20, 0.08 pM (NHa)
6M07024 4 H20 y 1.39 uM H3BO3). Catorce dias después del trasplante se aplicaron los siguientes

tratamientos a través de la solucion nutritiva: 0, 20, 40 y 80 mg L™t AgNPs.

La solucion nutritiva fue renovada cada ocho d. El pH de la solucidn se ajusto a 5.5 utilizando H2SO4 0
NaOH 1 N. A los 32 d después de haber iniciado los tratamientos (plantas de 46 d de edad) las plantas
fueron cosechadas, enjuagadas con agua destilada esteril y divididas en vastago y raiz. Las muestras de
vastagos fueron puestas en papel aluminio previamente etiquetado y sumergidas inmediatamente en N

liquido y almacenadas en ultracomngelador a -80 °C, para su posterior procesamiento.
2.3.4. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

Las muestras de vastago congeladas a -80 °C, debidamente identificadas y contenidas en papel aluminio
en fueron pulverizadas con nitrégeno liquido y posteriormente, se hizo la extraccion de RNA utilizando
Trizol (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA), siguiendo el protocolo de la casa comercial. En el proceso se
adicion6 DNAsa (Promega; Madison, WI, USA), a fin de digerir posibles restos de DNA gendémico que
pudieran interferir en la reaccion de qTR-PCR posterior.

Posteriormente, se cuantificd la cantidad de RNA total utilizando un nanoespectrofotometro (NanoDrop
2000, Thermo Scientific; Wilmington, DE, USA), se corrié un gel de agarosa al 1% en un equipo Mini-
Sub Cell GT Systems (Bio-Rad; Hercules, CA, USA), y se visualizé la cantidad y calidad de las
moléculas en un fotodocumentador (ChemiDoc XRS+ Imaging System, Bio-Rad; Hercules, CA, USA).
Se hizo un comparativo de la relacion entre las absorbancias 260/280 y 260/230, asi como la definicion

de bandas de electroforesis en gel.

61



Una vez comprobada la calidad y cantidad de RNA total, este se diluy6 a 625 ng L, y se procedi6 con
la sintesis de 5000 ng de cDNA, en un volumen final de reaccion de 20 L, usando el kit SuperScript®Il|
First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA), siguiendo el protocolo

de la casa comercial.

2.3.5. Seleccion de genes NAC, genes de referencia e iniciadores usados

Las secuencias de los iniciadores de los genes NAC asi como los genes de referencia (Cuadro 1), fueron
seleccionados con base en Caldana et al. (2007), Riafio-Pachon et al. (2007) y Pérez-Rodriguez et al.
(2009). Del total de 57 genes NAC depositados en la base de datos Plant Transcription Factors DabaBase
(http://pIntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/), para este estudio se seleccionaron 17 genes NAC que

mostraron la mayor reproducibilidad en estudios previos bajo nuestras condiciones experimentales.
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Cuadro 2.1. Lista de iniciadores especificos usados para el analisis qRT-PCR de factores de transcripcion NAC de arroz en respuesta a

tratamientos de AgNPs.

TIGR v5.0 Nombre del gen Forward Primer (5'-3") Reverse Primer (5'-3")
0502956600 NAM protein, putative TACCAGATGTGGCGAAGCTG TACTTGCGGTCGCGGAA
Missing
annotation NAM protein, putative GGAAGAGAAATCCTTCCTGCCT TGCTCTGGTTGCACGGTTT
0s01g66490 NAM protein, putative GCCGGCAGCCACAACTATAG TTGGTTGATGCGACGACG
0s01g15640 NAM protein, putative TGCAAAGTGCGATGTTCCAA ATGGCTCGATCCTTTCCAGTG
0s07g04560 Hypothetical protein GCAACGTGAACGGTGGCTAC GCTGCTACTGTTCCATTGCTCC

Similar to NAM-like
0s09g32040 protein 7 CGGAAAATCAGATGTTGCGG GCGCACGTATTCTCTGCCAT
0512943530 NAM protein, putative GATTTCATCCGACGGATCAAGA TCACCTTTGGAAGATCCCAGG
0s06g51070 NAM-like protein CATTCCCGACACCATGCAAT CCTTCCGGTAGACCTTGCAGA
0s09g33490 Similar to NAC TCGTCGTCGAGCTGTGTCA CCTCTCTTTGAGAGGCAGATGG
0s11g31330 NAM protein, putative AAATACCTCTACCCCCGTGCTTT CAACATCGGTGATGATCGCA
0s04g35660 NAM protein, putative ATTGAATGGTAAAGCACTCCAATCC | GTCTGCGTCGCATGACTGAA
Missing
annotation NAM protein, putative GGTCGAGATCGGCCTCAAATA ACACAGAACAAGCTCGTCGGAG
0503959730 NAM protein, putative GTATCGCATCCCGCAGTTTC TGTAAGCAGGCGGTTTGAATC
0s07g13920 NAM protein, putative CGATCAGAACCAACAGGATTGG AGTCATCGCCCATCACACAGA
Putative transcription
0510921560 factor GGAATGACCATAACGCAGCTG CAAACCCTTGTTCAGGTGGACT
0s04g40130 Salt-inducible protein TTACACGGACGAAACGGACCT AGTGTGATCCCCATCCACCC
NAC domain protein
0s08g10080 NAC1 CCTCTCCACCTCAAGGTGAAGACA | CGCAATCCGAACGAAGAACAACAA
0s03g50890 Actin CTCCCCCATGCTATCCTTCG TGAATGAGTAACCACGCTCCG
0505936290 Actin 1 ATCCTTGTATGCTAGCGGTCGA ATCCAACCGGAGGATAGCATG
0s03g08020 EFla GTCATTGGCCACGTCGACTC TGTTCATCTCAGCGGCTTCC
0s01g59150 | p-Tubulin GGAGTCACATGCTGCCTAAGGTT TCACTGCCAGCTTACGGAGG
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Los genes de referencia usados fueron Actina (0Os03g50890), Actina 1 (Os05¢g36290), Factor de
elongacién 1« (0s03g08020) y S-tubulina (0s01g59150).

La mezcla de PCR contenia 2 uL de cDNA a una concentracion de 10 ng L™, 7.5 uL de 2X SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems; Carlsbad, CA, USA), y 1.9 uL de cada iniciador de los
genes a 2 UM, en un volumen final de 15 pL. También se llevaron a cabo reacciones de PCR para cada

gen de referencia. Cada reaccion se realizo por triplicado.

La reaccion de RT-PCR en tiempo real o qRT-PCR se realiz6 con base a Caldana et al. (2007), Garcia-
Morales et al. (2014) y Moreno-Alvarado et al. (2017), en un detector de secuencia ABI Prism 7900 HT
(Applied Biosystems). Los valores de estabilidad de expresion (M) de los genes de referencia se

calcularon de acuerdo con Vandesompele et al. (2002).
2.3.6. Disefio experimental y analisis estadistico de los datos

Se utilizéd un disefio experimental completamente al azar, incluyendo cuatro tratamientos con seis
repeticiones cada uno. El perfil de expresion génica fue analizado de acuerdo al método 224 descrito
por Livak y Schmittgen (2001) y Schmittgen y Livak (2008). Se tom6 un valor de 2 para determinar si

los genes eran inducidos (+2) o reprimidos (-2) respecto al gen de referencia establecido.
2.4. Resultados y Discusion
2.4.1. Calidad y cantidad del RNA total extraido

El RNA total extraido usando Trizol fue de buena calidad y en cantidad suficiente, como se muestra en
el Cuadro 2.2.

Cuadro 2.2. Indicadores de cantidad y calidad del RNA total extraido de vastago plantas de arroz

expuesto a diferentes concentraciones de AgNPs en condiciones hidroponicas en invernadero.

Tratamiento Concentracion de RNA Relacion 260/280 Relaciéon 260/230
total (ng pL™?)
Control 1032.9 2.08 1.94
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20 mg L™t AgNPs 1257.5 2.03 1.88
40 mg Lt AgNPs 2088.0 2.12 2.23
80 mg L™t AgNPs 1132.4 2.08 1.85

Las concentraciones de acidos nucleicos como el RNA calculadas se basan en el valor de absorbancia a
260 nm, el factor utilizado y el cambio dptico de la muestra. Podria aplicarse también una correccion de

linea base de punto Gnico (o una correccion de analisis).

La concentracion se proporciona en unidades de masa. Los valores de absorbancia a 260 nm, 280 nm y
en ocasiones a 230 nm se utilizan para calcular indices de pureza de los acidos nucleicos medidos. Los
indices de pureza son sensibles a la presencia de contaminantes en la muestra, como los disolventes y

reactivos residuales que se utilizan normalmente en la purificacion de la muestra.

Los calculos de la concentracion de acidos nucleicos (ng uL?, ug uL? o ug mL™?) se basan en una
variacion de la ecuacion de la ley de Beer que utiliza el valor de absorbancia de acidos nucleicos

corregido.

El indice de pureza Azso/Azg0 asocia la absorbancia corregida a 260 nm en relacion con la absorbancia
corregida a 280 nm. Un indice de pureza Azso/Azso de ~2.0 es generalmente aceptado como puro en
cuanto a RNA (~1.8 para DNA). Las soluciones acidas podrian reducir el valor proporcionado en 0.2-

0.3; en las soluciones basicas, ocurre lo contrario.

El indice de pureza Azeo/A230 asocia la absorbancia corregida a 260 nm en relacion con la absorbancia
corregida a 230 nm. Para el DNA y el RNA, generalmente se acepta como puro un indice Azso/A230 entre
1.8y2.2.

Como se puede corroborar en el Cuadro 2.2., los valores de las relaciones Azeo/Az2g0 fueron iguales o
superiores a 2.0, en tanto que las relaciones Azeo/A230 fueron iguales o superiores a 1.8, lo que indica que
el RNA es de buena calidad.

Es importante notar que aunqgue los indices de pureza que arrojan los espectrofotometros son indicadores

importantes de la calidad de la muestra, es necesario corroborar esta informacion corriendo una
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electroforesis en gel de agarosa. En nuestro estudio, el gel de agarosa al 1% (Figura 2.1.) corroboré que
las muestras de RNA total extraidas a través del método de Trizol en efecto fueron de buena calidad.

Figura 2.1. Electroforesis en gel al 1% de agarosa que ilustra la corrida de las muestras de RNA total
extraidas de vastagos de plantas de arroz expuestas a 0, 20, 40 y 80 mg L* AgNPs en condiciones
hidroponicas en invernadero. Carriles 1-2: Control; 3-4: 20 mg L™ AgNPs; 5-6: 40 mg L* AgNPs; 7-8:
80 mg L™ AgNPs.

A pesar de haber podido corroborar la calidad de las moléculas de RNA aisladas en este estudio, el mejor
indicador de calidad es la funcionalidad de la aplicacion de recuperacion y purificacion de interés, como
lo es una eficiente cuantificacion de los RNA mensajeros (actividad génica) a través de qRT-PCR en

tiempo real, por ejemplo, como se hizo en este estudio.
2.4.2. Seleccion de genes de referencia

En este estudio se calcul6 la estabilidad de la expresion (M) de los genes de referencia con base en
Vandesompele et al. (2002) (Cuadro 2.3.). De acuerdo con esta fuente, entre mas bajo es el valor de M,
mayor estabilidad representa el gen de referencia para tomarlo como base para estudios de expresion

génica.
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Cuadro 2.3. Valores de estabilidad de la expresion (M) de los genes de referencia probados para el
andlisis de gRT-PCR en vastagos de arroz en respuesta a AgNPs, con base en VVandesompele et al. (2002).

Gen Locus Identifier Estabilidad de expresion (M)
Repeticion 1 Repeticion 2 Media
Actina 0s03g50890 0.111 0.130 0.121
Actina 1 0s05g6290 0.130 0.145 0.137
Factor de 0s03g08020 0.095 0.107 0.101
elongacion 1«
S-tubulina 0s01g59150 0.104 0.173 0.139

Del Cuadro 2 se puede observar que el gen Factor de elongacion 1« (EF1«; Os03g08020) es el que
presenta el menor valor de M, por lo que fue tomado como gen de referencia para los analisis de expresion

génica de las factores de transcripcion NAC evaluados en este estudio.
2.4.3. Cuantificacién de la expresion génica de factores de transcripcion NAC

La cuantificacién de la expresion de genes NAC por RT-PCR en tiempo real o cuantitativa (QRT-PCR)
se muestra en la Figura 2.2. Es posible observar que hubo cuatro genes NAC (0s02¢g56600, Os07904560,
05129435030 y Os06g5107) cuya expresion fue estimulada por al menos una dosis de AgNPs probada,
y un gen NAC (0s08g10080) cuya expresion fue reprimida por la presencia de estas nanoparticulas en la

solucién nutritiva.
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Figura 2.2. Niveles de expresion relativa de genes NAC en vastagos de plantas de arroz expuestas a
diferentes niveles de nanoparticulas de plata (AgNPs) en solucidn nutritiva en condiciones de hidroponia
en invernadero. Los niveles de AgNPs probados en estas condiciones fueron: 0, 20, 40 y 80 mg L*
AgNPs. El gen de referencia que se tom6 como base para hacer los céalculos de expresion génica de los
genes NAC fue el Factor de elongacion 1a (EF1e; Os03g08020), el cual mostré el menor valor de M, y

por lo tanto, la mayor estabilidad para propositos de este estudio.

De los cuatro genes NAC inducidos por las nanoparticulas de plata se observa que el gen 0s02g56600
muestra induccion de la expresion en plantas expuestas a 20 y 80 mg L™ AgNPs, pero no a 40 mg L*
AgNPs.

El gen que mostré mayor induccion fue el Os07g04560, en los tres niveles de AgNPs probados. Fue
importante notar que el nivel de induccion de este gen se incrementd a medida que la concentracion de

las nanoparticulas se aumentaba en la solucion nutritiva.
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A 40 mg Lt AgNPs, los genes 0512943530 y Os06¢5107 también mostraron induccion en respuesta a la
exposicion de las plantas a AgNPs, pero no cuando las plantas fueron expuestas a 20 ni a 80 mg L™
AgNPs. Por el contrario, el gen 0s12g4353 mostré represion de su expresion en plantas tratadas con 20
mg Lt AgNPs.

En este estudio, el tnico gen NAC que mostro represion en su expresion fue 0s08g10080, en las tres dosis
de AgNPs probadas. En este caso, los niveles de expresion fueron muy similares entre los tratamientos
de AgNPs probados.

Un estudio conducido en Arabidopsis thaliana identifico 286 genes inducidos y 81 genes reprimidos en
respuesta a la aplicacion de 5 mg L™t AgNPs (20 nm) por 10 d. Los genes inducidos estuvieron asociados
a toxicidad por metales y estrés oxidativo, en tanto que los reprimidos se asociaron a respuestas a
patdgenos y a estimulos hormonales (Kaveh et al., 2013). En nuestras condiciones experimentales,

coincidentemente hubo una mayor nimero de genes inducidos que reprimidos.

En otro estudio en A. thaliana, Syu et al. (2014) reportaron que la exposicion a AgNPs indujo la expresion
de genes relacionados con la sintesis de &cido indolacético (indoleacetic acid protein 8; IAA), actividad
oxigenasa (9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase; NCED3), y deshidratacion (dehydration-responsive
RD22). Demostraron que estas nanoparticulas actian como inhibidores de la percepcién de etileno y que
pueden interferir en la biosintesis de esta fitohormona, ademas de que inducen la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno, promueven el crecimiento de raices, y activan la expresion de genes involucrado

en diferentes procesos celulares como proliferacion, metabolismo, y rutas de sefializacién hormonal.

A la fecha, no encontramos en la literatura estudio alguno que demuestre que algun tipo de factores de
transcripcion como son los NAC responden a AgNPs, por lo que esta investigacion es pionera en
demostrar que estos genes multifuncionales también pueden intervenir en la regulacion de las respuestas
de las plantas a la aplicacion de nanoparticulas de plata. Para conocer mas a detalle estas respuestas
inducidas por AgNPs en arroz, serd necesario realizar mayores analisis a nivel fisioldgico, bioquimico y

molecular.
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2.5. Conclusiones

En este estudio se demostrd que los vastagos de plantas de arroz expuestas a diferentes concentraciones
de nanoparticulas de plata (AgNPs) pueden producir moléculas de RNA de buena calidad, que pueden
servir de moldes para la sintesis de cDNA. De los genes de referencia probados, el que mostré mayor
estabilidad (menor valor de M) fue el Factor de elongacion 1« (EF1«), cuya proteina promueve la union
del aminoacil-tRNA al sitio A del ribosoma durante la biosintesis de proteinas, en una reaccion
dependiente de GTP.

De los 17 genes NAC probados en este estudio, cinco de ellos mostraron expresion diferencial en plantas
tratadas con AgNPs respecto a plantas control. De estos cinco genes expresados diferencialmente en
nuestras condiciones experimentales, cuatro de ellos mostraron induccién y uno de ellos mostré represion
de su expresion en presencia de AgNPs. Ademas, dentro de los cuatro genes sobre expresados, uno de

ellos también mostro represion de su expresion con la menor dosis de AgNPs probada.

Es importante destacar que este es un estudio pionero que por primera vez demuestra que los genes NAC
también responden a la presencia de AgNPs. Dada la multifuncionalidad de estos genes en la fisiologia
vegetal, resultard interesante continuar esta linea de investigacion para asociar las respuestas aqui
observadas con otras de naturaleza morfoldgica, bioquimica y fisioldgica, que ayuden a tener una mejor
estructura de la dinamica de respuestas de las plantas a la presencia de nanoparticulas de plata en el

medio.
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CONCLUSIONES GENERALES

La aplicacion de AgNPs a dosis de 40 a 120 mg L* puede inducir la germinacion en semillas de arroz
Morelos A-98, aplicaciones de 80 y 120 mg L de AgNPs promueven el crecimiento inicial de plantulas
siendo 80 mg Lt AgNPs la concentracion idonea para el cultivar Morelos A-98, lo que se pueden reducir

los costos o el tiempo de produccion en el establecimiento de almacigo.

El uso de AgNPs durante el desarrollo vegetativo de las plantas de arroz, la aplicacion disminuyé las
diferentes variables de crecimiento medidas, aunque aument6 indicadores fotosintéticos, y favorecio la

concentracion y acaumulacion de algunos nutrimentos esenciales y de prolina.

Vastagos de plantas de arroz expuestas a diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata (AgNPs)
pueden producir moléculas de RNA de buena calidad, que pueden servir de moldes para la sintesis de
cDNA.

De los genes de referencia probados, el que mostr6 mayor estabilidad (menor valor de M) para este

estudio fue el Factor de elongacion 1« (EF1a).

De 17 genes NAC probados en este estudio, cinco de ellos mostraron expresion diferencial en plantas
tratadas con AgNPs respecto a plantas control. De estos cinco genes expresados diferencialmente, cuatro
de ellos mostraron induccion y uno de ellos mostro represion de su expresion en presencia de AgNPs.
De los cuatro genes sobre expresados, uno de ellos también mostro represion de su expresion con la

menor dosis de AgNPs probada.

Se destaca que este es un estudio pionero que por primera vez demuestra que los genes NAC también
responden a la presencia de AgNPs. Dada la multifuncionalidad de estos genes en la fisiologia vegetal,
resultara interesante continuar esta linea de investigacion para asociar las respuestas aqui observadas con
otras de naturaleza morfologica, bioguimica y fisioldgica, que ayuden a tener una mejor estructura de la

dinamica de respuestas de las plantas a la presencia de nanoparticulas de plata en el medio.

74



	PORTADA

	CARTA DE CONSENTIMIENTO
	HOJA DE FIRMAS

	RESUMEN
	ABSTRACT
	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	CONTENIDO
	LISTA DE CUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	INTRODUCCIÓN
	Generalidades de la plata
	Aplicaciones de la plata
	Nanopartículas de plata en la agricultura
	Referencias citadas

	CAPÍTULO I. NANOPARTÍCULAS DE PLATA, EN LA GERMINACIÓN,
	CRECIMIENTO INICIAL Y VEGETATIVO EN PLÁNTULAS
	DE ARROZ (Oriza Sativa L.) CV. MORELOS A-98
	1.1. Resumen
	1.2. Introducción
	1.3. Materiales y métodos
	1.3.1. Material vegetal
	1.3.2. AgNps-PVP de Agrovit
	1.3.3. Aplicación de AgNPs en germinación de semillas
	1.3.4. Aplicación de AgNPs en el desarrollo vegetativo de plantas
	1.3.5. Variables evaluadas
	1.3.5.1. Porcentaje de germinación de semillas
	1.3.5.2. Crecimiento inicial de plántulas
	1.5.3. Producción de biomasa fresca y seca
	1.5.4. Intercambio gasesoso o fotosíntesis
	1.5.5. Concentraciones y acumulaciones nutrimentales
	1.5.6. Concentraciones de clorofilas
	1.5.7. Concentración de azúcares totales

	1.3.6. Análisis estadístico

	1.4. Resultados
	1.4.1. Las AgNPs estimulan la germinación en arroz
	1.4.2. Concentraciones medias de AgNPs estimula la producción de biomasa de vástago y raíz en etapas iniciales de crecimiento de plántulas de arroz
	1.4.3. Las AgNPs afectan negativamente el crecimiento de plantas de arroz en fase vegetativa
	1.4.4. A bajas concentraciones, las AgNPs estimulan algunos indicadores fotosintéticos en arroz
	1.4.5. Las AgNPs estimulan la concentración de algunos nutrimentos en tejido vegetal
	1.4.6. Las AgNPs disminuyen las acumulaciones de macronutrimentos y mantienen estables las de micronutrimentos
	1.4.7. Las AgNPs disminuyen las concentraciones de clorofilas
	1.4.8. El AgNPs afectan diferencialmente las concentraciones de aminoácidos y azúcares totales en vástago y raíz
	1.4.9. Las AgNPs aumentanlas concentraciones de prolina en vástago, pero no en raíz

	1.5. Discusión
	1.5.1. Germinación en arroz
	1.5.2. Producción de biomasa en etapas iniciales de crecimiento de plántulas de arroz
	1.5.3. Crecimiento de plantas de arroz en fase vegetativa
	1.5.4. Indicadores fotosintéticos en arroz
	1.5.5. Concentraciones y acumulaciones de nutrimentos en vástago
	1.5.6. Concentración de clorofilas
	1.5.7. Concentración de aminoácidos y azúcares solubles
	1.5.8. Concentración de prolina

	1.6. Conclusiones
	1.7. Referencias citadas

	CAPÍTULO II. LA EXPOSICIÓN DE PLANTAS DE ARROZ A NANOPARTÍCULAS DE PLATA AFECTA LA EXPRESIÓN DE GENES MULTIFUNCIONALES NAC
	2.1. Resumen
	2.2. Introducción
	2.3. Materiales y Métodos
	2.3.1. Material vegetal
	2.3.2. Desinfección y siembra de semillas
	2.3.3. Establecimiento de las plántulas en hidroponía y aplicación de tratamientos
	2.3.4. Extracción de RNA y síntesis de cDNA
	2.3.5. Selección de genes NAC, genes de referencia e iniciadores usados
	2.3.6. Diseño experimental y análisis estadístico de los datos

	2.4. Resultados y Discusión
	2.4.1. Calidad y cantidad del RNA total extraído
	2.4.2. Selección de genes de referencia
	2.4.3. Cuantificación de la expresión génica de factores de transcripción NAC

	2.5. Conclusiones
	2.6. Referencias citadas

	CONCLUSIONES GENERALES

