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RESUMEN

El silicio (Si) es un importante elemento en la nutricion vegetal y se conoce una
amplia variedad de efectos positivos al ser utilizados en plantas (promotor de
crecimiento, resistencia a estrés y temperaturas extremas, mitiga el efecto toxico de
metales, etc.). La silice mesoporosa (MS) es una sustancia a base de diéxido de
silicio (SiO2) cuya estructura porosa ha permitido desde su descubrimiento el
transporte de otras sustancias y nanomateriales en su interior. En esta investigacion
se sintetizo silice mesoporosa con 2 morfologias distintas (SBA-15 y SBA-16),
debido a que se ha observado que el efecto de los materiales nanotecnolégicos es
distinto, de acuerdo a la dosis, método de aplicacién, morfologia, entre otras. Se
evalud el efecto intrinseco de éstos materiales para determinar si el material es
seguro de utilizar y si tiene efectos benéficos por si mismo, en el crecimiento y
desarrollo de plantas de chile (Capsicum annuum L.) comparados con un
tratamiento control. Después de desarrollar experimentos de germinacién, de
produccion en invernadero, de toxicidad y exposicidon a estrés abidtico en diversas
condiciones se encontr6 que estos materiales se consideran biocompatibles en la
mayoria de las circunstancias con algunos efectos fitotdxicos en dosis bajas, pero
importantes efectos benéficos (como promotores de crecimiento o eustresores)
dependiendo de la etapa fenologica, de la dosis utilizada y de la morfologia de la
silice sintetizada, asi como un aumento de la tolerancia al frio sin producirse

importantes acumulaciones en los tejidos.

Palabras clave: Silice mesoporosa, Chile Jalapefio, Biocompatibilidad, Liberador

de sustancias, Nanotecnologia




ABSTRACT

Silicon (Si) is an important element in plant nutrition, and a wide variety of positive
effects are known when used in plants (growth promoter, resistance to stress and
extreme temperatures, mitigates the toxic effect of metals, etc.). Mesoporous silica
(MS) is a substance based on silicon dioxide (SiO2) whose porous structure has
allowed since its discovery the transport of other substances and nanomaterials
inside. In this investigation, mesoporous silica was synthesized with 2 different
morphologies (SBA-15 and SBA-16), because it has been observed that the effect
of nanotechnological materials is different, according to the dose, method of
application, morphology, between others. The intrinsic effect of these materials was
evaluated to determine if the material is safe to use and if it has beneficial effects on
its own, on the growth and development of chili plants (Capsicum annuum L.)
compared to a control treatment. After developing germination experiments,
greenhouse production, toxicity and exposure to abiotic stress under various
conditions, it was found that these materials are considered biocompatible in most
circumstances, with some phytotoxic effects at low doses, but important beneficial
effects (as growth promoters or eustressors) depending on the phenological stage,
the dose used and the morphology of the synthesized silica; as well as an increase

in cold tolerance. Without major accumulations in the tissues.

Key words: Mesoporous silica, Jalapefio Pepper, Biocompatibility, Substance

release, Nanotechnology
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I. INTRODUCCION

La nanotecnologia es la ingenieria de sistemas funcionales a escala
nanomeétrica y comenzo con la capacidad de ver, manejar e intervenir caracteristicas
de la materia en la escala de 1 a 100 nm (Caruso et al., 2014). Los materiales que
se trabajan a esa escala son denominados nanomateriales (NMs) y el interés en
éstos, es debido a que su tamafio les confiere caracteristicas diferentes a las que
tendrian estos mismos materiales a una escala mayor (Soto-Chilacay Lépez-Malo,
2011; Rauscher et al., 2019).

Desde su descubrimiento, la nanotecnologia se ha utilizado desde la
medicina y electrénica hasta la industria alimenticia y agricola, donde por ejemplo,
el efecto que causan las nanoparticulas (nanomateriales con todas sus dimensiones
dentro de la escala nanométrica y generalmente son esféricas) en las plantas difiere
de acuerdo su composicion, dosis, tamano, técnica de aplicacion, propiedades
fisicas y quimicas tanto de las NPs como de las plantas con las que interactua (Ma
et al., 2010). En la ultima década algunos nanomateriales, nanoestructuras y
nanoparticulas, incrementaron su aparicion en campos como la biotecnologia y
agricultura, debido a su elevada area superficial, alta reactividad, tamafio de poros
y morfologias configurables (Larez-Velasquez, 2015; Siddiqui et al., 2015).

Inicialmente se estudiaron interacciones entre la nanotecnologia y las
plantas, en etapas fenologicas u organelos especificos, utilizando algunas de los
NMs mas estudiados, donde se encuentran las NPs de 6xido de zinc, de oro, de
plata, de di6xido de titanio, de didxido de silicio y algunas nanoestructuras como los
nanotubos de carbono (CNTs) con forma cilindrica (Siddiqui et al., 2015). Estos
ultimos, llegando a duplicar el numero de flores y frutos en tomate (Khodakovskaya
et al., 2013).

Varios estudios sugieren que, las nanoparticulas de Oxido de zinc
(ZnONPs), aumentan el crecimiento y desarrollo de las plantas. Los nanotubos de
carbono (CNTs) han adquirido una importante posicién debido a sus unicas

propiedades mecanicas, eléctricas, termales y quimicas, en estudios enfocados a




animales y humanos, pero también hay informacién disponible que involucra células
vegetales y su metabolismo, penetrando en la pared celular. Utilizando
nanoparticulas de oro (AuNPs), se encuentran algunos estudios de su interaccién
con las plantas, donde se indujo toxicidad en las plantas. Las nanoparticulas de
plata (AgNPs) se han estudiado de manera mas extensa en células animales y con
microorganismos, pero hay pocos estudios en plantas, algunos indicando tener
tanto efectos positivos como negativos, aumentando la sintesis de proteinas y
carbohidratos, pero disminuyendo el contenido de fenoles y la actividad de catalasas
y peroxidasas. Similar a las AgNPs se encuentran las nanoparticulas de dioxido de
titanio (TiO2NPs), estudiadas en los organismos ‘similares, pero falta aun
informacion sobre su efecto en la germinacién y desarrollo radicular (Siddiqui et al.,
2015).

Finalmente estdn las nanoparticulas a base de silicio, un elemento
abundante, pero que se pierde facilmente en el suelo; su absorcion es solamente
como acido orto silicico (H2SiO4); no es esencial pero presenta interesantes efectos
benéficos para las plantas. Las'NPs de didxido de silicio (SiO2NPs), han provocado
efectos desde la germinacion de semillas hasta el crecimiento y desarrollo temprano
en algunas especies, mejorando la tasa fotosintética y la sintesis de pigmentos
fotosintéticos (Siddiqui et al., 2015). La silice mesoporosa (MS), es un material
constituido por una matriz de silice (SiO2) con canales o cavidades mas o menos
regulares en su interior de un diametro comprendido entre los 2 y 50 nm, lo que le
confiere una gran superficie especifica, ofreciendo una amplia gama de aplicaciones
dentro de la nanotecnologia, como puede ser la liberacién controlada de diversas
sustancias (Buzea et al, 2007).

Es debido a la gran diversidad de nanomateriales que se sintetizan,
desarrollan e introducen actualmente al mercado, que se hace necesario
estudiarlos, caracterizarlos y evaluar su interaccidon con el entorno que esta
expuesto a ellos, como la vegetacion silvestre o cultivada, observando su respuesta
en variables tanto de crecimiento (peso, altura, diametro de tallo, area foliar,

composicion mineral, entre otras) como de desarrollo, tomando en cuenta la




fenologia, floracidén, rendimiento y calidad de fruto, asi como la expresion genética
y metabolismo especializado (Tucuch-Haas et al., 2012), entendiéndose como
crecimiento el aumento en masa causado por la multiplicacion celular y el desarrollo
como el proceso que conduce a la adquisicion de nuevas funciones o diferenciacion
celular. Para que al final de las investigaciones, se conozcan los riesgos y beneficios
que implica el uso de uno o varios materiales nanoestructurados y sus potenciales
aplicaciones (Ramos, 1986).

En general la nanotecnologia ha llegado a ofrecer ventajas y alternativas
ante sus contrapartes de mayor escala, y cualquier campo de aplicaciéon que busque
mejorar la produccién, eficiencia o seguridad debe considerar las ventajas que esta
nueva tecnologia ofrece. Y la agricultura lo requiere, ya que tras la llegada de la
revolucién verde, se impulso6 la aplicacidn desmedida de insumos agricolas que
causaron graves problemas, tanto al ambiente y al suelo cultivable, como a la propia
salud humana.

La poblaciéon mundial se ha duplicado en menos de 60 afos, cada vez surgen
nuevos problemas, los cuales-ya sean de tipo antropogénico o no, también han
conducido a generar soluciones y cambios de pensamiento, por la preocupacion de
continuar proveyendo de alimentos a los 7, 700 millones de personas que
actualmente estan poblando la tierra, pero ahora con técnicas mas racionales y
sostenibles, entre ellas la produccion forzada y la agricultura de precision, que busca
proveer con lo necesario a los cultivos sin excesos ni deficiencias, apoyado de
herramientas como la nanotecnologia en nanosensores, nanoparticulas metalicas,
liberacién controlada de sustancias y mecanizaciéon de los cultivos (Duhan et al,
2017; United Nations, 2019).

Actualmente en México, se estudian aplicaciones de la nanotecnologia
como liberacién de nanofungicidas, nanofertilizantes, promotores de germinacién y
de crecimiento, asi como sus posibles efectos fitotoxicos, de bioacumulacion en
tejidos y biosintesis de nuevos NMs (CIQA, 2017; Ponce-Garcia et al., 2019). Es asi




como la nanotecnologia y sus aplicaciones en la agricultura, genera un impacto real
en cualquier lugar donde se produzcan o manejen alimentos.

Los nanomateriales se manejan a una escala casi imperceptible, y para
incursionar en el estudio de aplicaciones agricolas, se debe estudiar los
trasportadores con los que se liberan éstas sustancias, que algunas veces también
son nanométricas. Las investigaciones suelen iniciar en ambientes controlados,
para conocer la naturaleza de su interaccion. La produccion en invernaderos ofrece
las condiciones apropiadas para conducir los estudios iniciales, y uno de los
maximos exponentes de la agricultura protegida en México es el chile con su amplia
diversidad, lo que ha generado un importante respaldo de informacién cotejable
obtenida por medio de la investigacion. El chile mas cultivado es Capsicum annum
L. con diferentes variedades como son el jalapefio, poblano, serrano, pasilla, guajillo
y pimiento morrén, se cultiva en casi todo México y participa como uno de los mas
importantes productos agricolas exportados, esta hortaliza facilita cotejar resultados
con otros cultivos de éste tipo y posteriormente continuar experimentos con otras
hortalizas de interés (Aguilar-Rincén, 2012).

Es asi, que con esta investigacion, se busca determinar si existe un efecto
intrinseco sobre el crecimiento y desarrollo del cultivo de chile, al aplicar los
materiales de silice mesoporosa, y si es asi determinar si son positivos o negativos

para el cultivo.




Il. ANTECEDENTES

La nanotecnologia en la agricultura

Nanomateriales

El emergente y fascinante campo de la ciencia que estudia lo que ocurre
entre los micrédmetros y los angstrom, ha permitido avances tecnolégicos en
diversas areas, y sus descubrimientos podrian ser la respuesta a problemas
actuales en la agricultura (Siddiqui et al., 2015).

Los nanomateriales tienen propiedades fisicoquimicas unicas. Algunos con
el potencial para aumentar el metabolismo -de las plantas, entrar en las células
vegetales, contener sustancias, microorganismos y hasta material genético. Lo cual
ofrece nuevas posibilidades, pero a la par del estudio de sus aplicaciones, la

nanotecnologia debe estudiar sus consecuencias (Feregrino-Perez et al., 2018).

Tendencias

Con el fin de promover la nanoagricultura sostenible y buscando reducir los
efectos toxicos que actualmente tienen algunos nanomateriales, las tendencias
actuales buscan sintetizar NMs biocompatibles, como es el caso del quitosano
nanoparticulado o de las nanoparticulas de plata (AgNPs) sintetizadas utilizando
extracto de hoja de lima (Saharan et al., 2015; Mahakham et al., 2017). De hecho,
la naturaleza misma es una excelente nanotecnéloga. Nos proporciona una gama
de finas particulas, desde cenizas inorganicas, hollin, azufre y particulas minerales
que se encuentran en el aire o en los pozos, hasta las NPs de azufre y selenio
producidas por bacterias y levaduras. Todos completamente naturales y, como es
l6gico, existe un interés creciente en el desarrollo de productos naturales (Griffin et
al., 2018)




Las AgNPs fitosintetizadas fueron aplicadas utilizando “priming” (exposicion
a sustancias bajo condiciones especificas para generar ventajas en escenarios de
estrés) en semillas de arroz envejecidas, mejorando significativamente el
rendimiento de la germinacion y el vigor de las plantulas en comparacion con el
control sin priming. El “nanopriming” aumento el contenido de azucar soluble para
apoyar el crecimiento de las plantulas, estimul6é la expresibn de genes de
acuaporinas en las semillas en germinacion e incrementd la produccidén de especies
reactivas de oxigeno (ROS), lo que sugiere que tanto las ROS como las acuaporinas
juegan un papel importante en la mejora de la germinacién de las semillas
(Mahakham et al., 2017).

Existen otras nuevas propuestas, que podrian ser utiles al momento de
evaluar la residualidad o contaminacién por metales pesados, y es que el desarrollo
de NPs fluorescentes organicas puede ofrecer nuevos quimiosensores que detecten
iones metalicos como el cromo, de manera simple, precisa y casi instantanea (Palos
et al., 2018).

Nanomateriales a medida

Por otra parte, se encuentran los nanomateriales sintéticos o disefiados
mediante ingenieria (ENMs), entre los cuales destacan los formados a base de SiO»
y TiO2, que como su nombre lo indica, son materiales inorganicos de alta
uniformidad, disefiados para aplicaciones especificas. Algunos de ellos ya existian,
aun antes de que surgiera la nanotecnologia tal como ahora la conocemos y
actualmente continua creciendo su importancia. Finalmente vale la pena mencionar
que existe otro grupo de NMs no mencionado comunmente, y son los creados de
forma incidental, razén por la cual no existe gran interés en ellos, ya que son
subproductos de procesos mecanicos, industriales, combustion, etc. Y
generalmente forman parte de la contaminacion atmosférica (Colvin, 2003).

Los ENMs a base de silice han sido atractivos para la agricultura debido a

las caracteristicas unicas de estos materiales. En tomate, calabaza y soja se mejoré




la germinacion de semillas. En calabaza se estimuld la respuesta antioxidante a
ante un estrés salino. En soja aument6 la capacidad de absorcion de agua y
nutrientes. En maiz mejoré la disponibilidad de nutrientes. En plantulas de alerce
con aplicaciones externas, mejord el crecimiento, calidad de plantulas y también
indujo la sintesis de clorofila. Aplicaciones de SiO2bajo estrés abiotico, aumentaron
el peso fresco y seco de las hojas, el contenido de clorofila, la acumulacion de
prolina, aminoacidos libres, contenido de nutrientes y actividad de enzimas
antioxidantes, mejorando asi la tolerancia de las plantas. En plantas de arroz, la
silice revestida con puntos cuanticos (QDs) promovié el crecimiento de raices y el
desarrollo de la planta, aumentando el intercambio gaseoso y fluorescencia de la
clorofila (Siddiqui et al., 2015).

Se ha demostrado que las particulas de nanosilice absorbidas por las raices
forman laminas en las paredes celulares, lo que puede aumentar la resistencia de

la planta al estrés y conducir a mejores rendimientos (DeRosa et al., 2010).

La silice mesoporosa como herramienta de la nanotecnologia

Origenes y caracteristicas

En 1992, se inform6 por primera vez el descubrimiento de materiales
mesoporosos M41S, de éstos se han destacado materiales como la SBA-15,
obtenida por medios acidos. Siendo de los materiales adsorbentes mesoporosos
mas utilizados desde su descubrimiento (Lopes et al., 2013)

La SBA-15 (Santa Barbara Amorphous 15) se desarrolld en 1998, y su
creciente interés es debido a su gran area superficial, estructura de poros bien
definida, condicién inerte, baja toxicidad, alta biocompatibilidad, estabilidad térmica
e hidrotérmica, lo que les permite ser utilizadas en catalisis, adsorcion, deteccion
quimica, inmovilizacion, sistemas de administracién de farmacos y separaciéon por
técnicas cromatograficas como la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
(Lopes et al., 2013).




Otro material adsorbente mesoporoso que ha recibido atencion es la SBA-
16, con una conformacion de nanojaulas esféricas centradas en un cuerpo con
disposicion cubica, en la que cada esfera esta conectada a ocho esferas y cuyo
mecanismo de sintesis es similar a la SBA-15, que a diferencia de la SBA-16, se
conforma por poros en paralelo y disposicidn hexagonal altamente ordenada. El
método de sintesis, su orden estructural y el control sobre el tamafo y la forma de
sus poros, hacen que las SBA sean materiales versatiles y potencialmente
aplicables en muchas areas de la ciencia y la ingenieria de los materiales (Lopes et
al., 2013).

Retos y perspectivas en la sintesis de la silice mesoporosa

Se ha sintetizado SBA-15 por dos rutas distintas, una es por Sol-Gel y otra
por el método hidrotérmico. La ruta Sol-Gel tiene como ventaja principal, la
posibilidad de realizarse a relativamente baja temperatura y presion. Sin embargo,
el tiempo de hidrdlisis y condensaciéon en que se produce, esta en general, muy por
encima del que requiere la sintesis hidrotérmica. A su vez, este ultimo método a
menudo resulta en materiales con areas superficiales y diametros de poro mayor
que los obtenidos por la ruta Sol-Gel. Su potencial de adsorcién varia, en mayor o
menor medida, de acuerdo al tipo de biomolécula a adsorber (Lopes et al., 2013).

Varios trabajos reportados acerca de la silice mesoporosa, reflejan la ardua
labor llevada a cabo en la sintesis, transformaciéon y uso del material. Un punto
relevante sobe la ventaja de manejar este tipo de materiales mesoporosos es su
sintesis a gran escala. Y una manera de reducir los costos de producir estos
materiales, es con la utilizacién de reactivos econémicos y accesibles. La fuente
mas comun para obtener silicio es el tetraetilortosilicato (TEOS), pero la sustancia
es de precio elevado y cambiarlo por otra seria econdmicamente mas viable para el
procedimiento. Por ejemplo algunos trabajos informan que el uso de metasilicato de
sodio en un procedimiento ligeramente modificado, da como resultado materiales

con caracteristicas similares a las obtenidas a partir de TEOS (Arellano et al., 2008).




Interaccion entre materiales mesoporosos y plantas

Las investigaciones sobre los materiales mesoporosos y las plantas, aun se
encuentran en etapas iniciales. EI modo de accion para las respuestas bioldgicas
generadas, aun no esta claro, asi como los sistemas a los que afecta, ya sea positiva
o negativamente. Por ejemplo, existe informacion de un compuesto de silice
mesoporosa que se unid con el fotosistema Il (PSIl) e indujo actividad estable en
una reaccion fotosintética, indicando el transporte de electrones impulsado por luz,
lo que sugiere que el conjugado PSII-SBA puede tener propiedades para desarrollar

fotosensores y sistemas fotosintéticos artificiales (Siddiqui et al., 2015).

Crecimiento y desarrollo del chile cultivado en México

Importancia del chile en México

Por la variedad de condiciones agroclimaticas y su riqueza ambiental, en
México existe una amplia variedad de chiles, y se le considera region de origen de
muchas de ellas. De las cinco especies domesticadas de Capsicum, sobresalen C.
annuum, C. chinense y C. frutescens, especies de las que en la actualidad se
encuentran poblaciones silvestres con una gran variabilidad morfolégica y genética.
Siendo las tres especies mencionadas anteriormente, las de mayor extension
cultivada y con mejor rendimiento (Castafion-Najera et al., 2010). Pero existen
casos como el del chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) de Yucatan, donde
aun siendo el estado con mayor superficie cultivada, el rendimiento no es suficiente
para cubrir la demanda para la elaboracion de salsas y condimentos, debido al bajo
nivel de tecnologia, los cultivares criollos y calidad de semilla degradados, ademas
de afecciones por plagas y enfermedades, como también escasa intervencion en la

nutriciéon y el riego (Tucuch-Haas et al., 2012).




El 80% de la produccion del chile cultivado en México, no es exportado, sino
consumido dentro del pais, algo que sefiala su importancia y riqueza alimenticia,
por lo que se ha convertido en uno de los principales condimentos de la cocina
mexicana. En los ultimos 10 afos el cultivo de ésta hortaliza ha aumentado de
manera significativa, debido a la continua y creciente demanda en todas sus
presentaciones, tanto en fresco como seco, destinado a consumidores o para la

industria de proceso (Rincén, 2012).

Fenologia y caracteristicas del chile

La especie C. annuum L. es la mas importante en México, donde se
encuentra una gran variedad de formas, colores, olores, sabores y picor de los
frutos. Es importante y a la vez interesante, poner especial atencion en esas
caracteristicas, asi como en otras variables de crecimiento y desarrollo, ya que un
estudio sobre su comportamiento puede revelar patrones que podemos utilizar
como indicadores de interés agricola. Tal es el caso de la relacion entre la madurez
del fruto del chile Bell y su semilla, donde existe mayor calidad de semillas cuando
el fruto ya cambidé completamente de color. En pimiento, se observaron mayores
porcentajes de germinacion a medida que los frutos fueron mas rojos (maduros).
Estableciendo .indicadores como lo es, que las semillas alcanzan su madurez
fisiol6gica después de cosechadas, al dejarse en reposo de una a seis semanas,
dependiendo del tipo de chile. Este grado de madurez y tiempo de reposo
poscosecha, afecta la calidad de la semilla (Ayala-Villegas et al., 2014).

Entonces, la vida de una planta comienza a partir de la germinacion y
posteriormente sigue con la aparicion de las raices y brotes, como primeros signos
de crecimiento y desarrollo. De la misma forma que las variables fisicas, se ha
escrito también a lo largo de la historia sobre los efectos medicinales del chile, con
sus primeros reportes en 1494. Hablando de la importancia de la vitamina C, el
efectos antiescorbuticos y recientemente sobre las capsaicinas (responsables del

sabor picante). Su estudio ahora confirma, que la quimica del chile al interior de la
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planta y sus frutos, responde de acuerdo a su crecimiento y desarrollo, y nos pueden
mostrar el estado y comportamiento que tendra el cultivo (Aguilar-Rincon et al.,
2010).

g e ) T YT G

Figura 2.1 Etapas fenoldgicas del chile (SQM-VITAS, 2019).

Por lo tanto, es importante entender el curso de las etapas y su relacion con
la nanotecnologia, para obtener informacion especifica y confiable, como lo
reportado por varios estudios, donde sugieren que los efectos de NMs en la
germinacién de semillas es dependiente de las concentraciones utilizadas (Siddiqui
et al., 2015). Lo que indica un comportamiento de tipo hormético, en el que la
exposicion a una dosis de algun elemento (como los NMs), inicia un mecanismo de
respuesta en un organismo ante el estrés inducido, el cual puede concluir en un
efecto toxico (distresor) o estimulante (eustresor), que termine favoreciendo el
crecimiento o la tolerancia del organismo a otros factores de estrés (abioticos, por

ejemplo) dependiendo de diversos factores (Poschenrieder et al., 2013).
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Tolerancia al estrés ambiental

Todas las interacciones mencionadas, aun estan a merced de un elemento
practicamente incontrolable, el medio ambiente. Y éste esta cambiando, por lo que
al mismo tiempo que se busca actuar de forma sostenible, también se vuelve
indispensable considerar preocupaciones que los agricultores tienen mucho antes
que las ciencias biolégicas aparecieran, como la prosperidad de la agricultura aun
en ambientes severos. Por lo que desarrollar alternativas que mejoren la tolerancia
a condiciones ambientales hostiles o de estrés, es avanzar en la solucién a
importantes problemas agricolas en zonas con condiciones desfavorables y en la
prevencion de escenarios de riesgo, que podrian presentarse en un futuro en la

agricultura a nivel global (Levitt, 1980).
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Ill. HIPOTESIS

Hipotesis

La silice mesoporosa se ha reportado como transportadora de sustancias, con
ella se producira un efecto benéfico intrinseco a su aplicacién en el crecimiento
y desarrollo de plantas de Chile (Capsicum annuum L.) comparadas con un

tratamiento control.

IV. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de la aplicacion de silice mesoporosa sobre el crecimiento

y desarrollo del cultivo de chile.

Objetivos especificos

Sintetizar y caracterizar silice mesoporosa con dos morfologias distintas.
Evaluar el efecto de la aplicacidén de silice mesoporosa en la germinacion de
semillas, crecimiento y desarrollo de plantas de chile.

Determinar elementos del metabolismo especializado y expresion genética
asociada al estrés y a los canales transmembranales de las plantas expuestas
a silice mesoporosa.

Evaluar la respuesta al estrés ambiental (por bajas temperaturas) y

fitotoxicidad en las plantas expuestas a silice mesoporosa.
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V. METODOLOGIA

Sintesis y caracterizacion de silice mesoporosa

Los materiales mesoporosos SBA-15 y SBA-16 fueron sintetizados con el

método Sol-Gel modificado, en un medio acido para producir un alto ordenamiento

poroso (Zhao et al., 1998; Flodstrém y Alfredsson, 2003). La sintesis fue llevada a

cabo en el Laboratorio de Sintesis de Materiales bajo la direccién del Dr. Rufino N.

M. con el apoyo de la M.C. Viviana P. B. en el Campus Aeropuerto de la Universidad

Auténoma de Querétaro (UAQ).

Sintesis de silice mesoporosa de tipo SBA-15

Sintesis de SBA-15 por el método Sol-Gel

Solucion 4 M de HCI

+
H20 desionizada

: Agregar TEOS
1

* i
3 v = 7 g = Madurado a 80° C por 24 h
| Pluronic P123 J ‘ Agitar a 35° C hasta disolver ‘ . ‘ Agitar a 35° por 24 h ‘ ‘ ‘ (Sin agitacic’)r':) ‘

L

SBA-15 Calcinado a 550° C por 4 h Secado a 110° C por 18 h Enfriar, filtrar y secar
- ‘ (rampa de 1° C/min) ‘ - ‘ (rampa de 2° C/min) _ a T° Ambiente

Figura 4.1 Proceso de sintesis de la silice mesoporosa SBA-15.

Para obtener silice mesoporosa de tipo SBA-15 por la ruta Sol-Gel

modificada (Figura 4.1), se utiliz6 el surfactante neutro “P123”, para la formacion de

la meso-estructura, el cual fue disuelto en una solucién de acido clorhidrico 4 M con
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agua desionizada y agitacion constante a 35° C. Una vez disuelto, se comenzé la
fase Sol-Gel con la adicion del precursor de la silice, el tetraetilortosilicato (TEOS),
manteniendo la reaccion a 35° C por 24 h con agitacion constante. A continuacion
se paso el gel obtenido a otro recipiente, para seguir con el madurado en la mufla
por 24 h a 80° C. Se procedio6 a enfriarse, filtrarse y secarse a temperatura ambiente,
y posteriormente a 110° C por 18 h, en la mufla con un aumento de la temperatura
de 2° C/min. Finalizando con el calcinado del material a 550° C por 4 h con una

rapidez de calentamiento de 1° C/min (Flodstrom y Alfredsson, 2003).

Sintesis de silice mesoporosa de tipo SBA-16

Sintesis de SBA-16 por el método Sol-Gel

Solucion 2 M de HCI

+ Agregar TEOS
H20 desionizada 1
1
1
i i
! 1
! I
v |
" Agitar a T® ambiente Agitar a T° ambiente por 24 h Madurado a 80° C por 24 h
Pluronic F127 | - ‘ (28a30°C) ‘ > ‘ (28a30° C) = (Sin agitacion)

.

Calcinado a 500° C por 6 h Secado a 110° C por 18 h Enfriar, filtrar y secar
SHA10 - ‘ (rampa de 1° C/min) ‘ - ‘ (rampa de 2° C/min) ‘ - ‘ a T° Ambiente

Figura 4.2 Proceso de sintesis de la silice mesoporosa SBA-16.

Para la obtencién de la SBA-16, el procedimiento fue similar al utilizado para
la SBA-15, siguiendo la ruta Sol-Gel modificada (Zhao et al., 1998; Flodstrém y
Alfredsson, 2003). Utilizando el surfactante neutro “F127” para dirigir la
mesoestructura cubica, disolviéndolo en una solucién de agua desionizada con

acido clorhidrico 2 M, con agitacion constante a temperatura (T°) ambiente (30° C)
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por una hora. Se anadié el TEOS, como precursor de la silice y se mantuvo la
reaccion por 24 h a T° ambiente con agitacion constante. Se maduré el material y
seco, de la misma manera que la SBA-15. Al final, se calcind a 500° C por 6 h, con

una rampa de T° de 1° C/min (Figura 4.2).

Caracterizacion de materiales

Una vez sintetizados los materiales de silice mesoporosa de tipo SBA-15y
SBA-16, se pesaron y almacenaron en frascos de cristal. Posteriormente fueron
caracterizados para definir sus rasgos. Para ello se enviaron muestras a un
laboratorio y por medio de la técnica de adsorcion utilizando la isoterma BET con
nitrégeno, se obtuvo la medida de su porosidad (diametro y volumen de poro) y area
superficial. Se enviaron muestras para observar con microscopia electrénica de

trasmision (TEM) la morfologia y tamaino de los materiales.

Microscopia electrénica de barrido (SEM)
para caracterizar silice mesoporosa

CT Ag1575 2019/04/24 11:27 HMMD5.0 x25k 30 pm

6

Figura 4.3 Procedimiento de preparacion de muestras para observacion de materiales mesoporosos por medio
de la microscopia electrénica de barrido (SEM). 1, pesar materiales; 2, fijar materiales; 3, ajustar muestra en

microscopio dptico; 4, introducir muestra al SEM; 5, generar vacio; 6, observar.

16



Durante la estancia realizada en The Connecticut Agricultural Experiment
Station (Connecticut, USA), se observaron muestras de los materiales mesoporosos
con microscopia electronica de barrido (SEM) en el Tabletop Microscope
“TM3030Plus” Hitachi, para analizar los materiales en seco una vez almacenados
(Figura 4.3). De igual manera se prepararon suspensiones de ambos materiales
sonicados durante 2 minutos, en agua desionizada a 200 ppm, para analizar con la
técnica de difraccion dinamica de la luz (DLS) el potencial { y medir la magnitud de

la repulsidn o atraccion electrostatica (carga) de las particulas de los materiales.

Evaluacion de germinaciéon de semillas y crecimiento de plantulas

(

Material: SBA-15 SBA - 16

Aplicacion: Inmersion Aspersién Inmersion Aspersion

Dosis: Y i

1000 mg/L -

- N

= g

= | |

—| L4

- .

100'mg/L - N

ad | ]

_J

_J

_J

Control

Figura 4.4 Disefio experimental para probar el efecto de la silice mesoporosa en la germinacion de semillas de

chile jalapefio.
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Para evaluar el efecto de la silice mesoporosa, se planted inicialmente un
experimento de germinacion que consistié en un disefio factorial (3 factores) con 3
réplicas y 15 semillas por réplica. Los factores a considerar para establecer los
tratamientos, fueron el tipo de material de silice mesoporosa (SBA-15 o SBA-16), el
tipo de aplicacion (por medio de inmersion previa en una suspension o por aspersion
periodica sobre las semillas) y la dosis utilizada (50 mg/L, 100 mg/L, 500 mg/L y 1,
000 mg/L). Cada tratamiento comparado con un control, que sélo se traté con agua

desionizada.

Condiciones experimentales

El experimento se llevd a cabo en septiembre de 2018, en el laboratorio de
fisiologia vegetal (Figura 4.5), al interior del campus Amazcala (20°42'19.6"N,
100°15'35.8"0) de la Universidad Autbnoma de Querétaro, a una altura de 1920
msnm en el municipio de El Marqués, Querétaro, México. El experimento se mont6
al interior del laboratorio, sobre mesas de acero inoxidable, donde la temperatura
oscilaba entre los 23° y 28° C, mientras la humedad relativa (HR) se encontrd
alrededor del 17% durante los 14 dias que duré el experimento, con iluminacion

natural indirecta.

Figura 4.5 Vista aérea del campus Amazcala de la Universidad Auténoma de Querétaro, sefialando el

laboratorio de fisiologia vegetal (Google, 2019)
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Material biolégico

Para el experimento se utilizdé semilla Harris Moran (Figura 4.6), variedad

Jalapefio Dante (HMX 4664 F1), debido a su precocidad y resistencia a

enfermedades como la mancha bacteriana y el mosaico del tabaco (Harris Moran,

HMX 4664 F1

Jalapenos de

calidad con
tamanos extra

grandes
caracTERIsTICAS ¢ NI D i
- Pracoz Jalapefio Vigorosa, Semi- XL-J e
FRUTOS DE EXEPCIONAL TAMANG b

FRUTOS LISOS, ATRACTIVO GOLOR
VERDE BRILLANTE (HR=ALTA RESISTENCIA, IR = RESISTENCIA INTERMEDIA)

HR/IR | A |
HA | Mancha bactariana | ¥ov 1,23 | ¥anthomonas campastis pv. vasicatora mm 1,23
| TV | Virus del masaico dal tabaco

PLANTA DEALTOS RENDIMIENTOS
CON SET CONGENTRADO CONTINUC

HA | Massica dal tabaco

Figura 4.6 Caracteristicas de la semilla de chile jalapefio Dante (Harris Moran, 2015).

Preparacion de materiales y aplicacion de tratamientos

Los materiales de silice mesoporosa se pesaron y suspendieron en agua

desionizada, de acuerdo a las dosis establecidas. Luego se sonicaron las

suspensiones por un par de minutos con intervalo de un minuto, utilizando un

sonotrodo homogeneizador ultrasénico portatil Hielscher UP200Ht. Una vez
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sonicadas las suspensiones, se guardaron en frascos ambar de 250 mL, hasta su

utilizacion (Figura 4.7).

Figura 4.7 Preparacion del experimento de germinacion. 1) Reunir materiales 2) sonicar material 3) colocar

papel filtro dentro de cajas Petri y 4) colocar semillas.

Una vez listos los materiales, se procedié a aplicar cada tratamiento, para
lo cual se comenzo con las semillas tratadas por inmersion. En vasos precipitados
de 250 mL, se vertieron 50 mL de suspension con cada tipo de material mesoporoso
y cada dosis establecida. Se agregaron 50 semillas por recipiente, considerando
que se necesitaron 45 (15 por 3 repeticiones) y se agitaron suavemente, dejando
reposar las semillas dentro de la suspension por una hora. Al finalizar la inmersién,
se colocan las semillas sobre papel de laboratorio (sanitas), para drenar el exceso
de humedad.

A continuacion, las semillas de todos los tratamientos se colocaron en cajas

Petri de plastico nuevas (100 x 25 mm), sobre hojas de papel filtro humedecido, las
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cuales sirvieron para conservar agua y brindaron soporte a las semillas. Distribuidas
en formacién “6 x 57, las semillas se situaron al centro de la caja Petri, similar a lo
realizado en otros experimentos de germinaciéon (Torney et al., 2007; Ayala-Villegas
et al., 2014).

Posteriormente, las semillas que correspondian a los tratamientos de
aspersion, fueron rociadas con las suspensiones de silice mesoporosa, aplicando
con jeringa 5 mL a cada caja de Petri. Luego se colocaron las tapas a todas las

semillas, para mantener la humedad.

Figura 4.8 Plantulas de chile jalapefio germinadas en caja de Petri sobre papel filtro.

A partir de ese momento comenzo6 a contar el tiempo del experimento, y
durante los dias posteriores, cada que las semillas mostraban resequedad en el
papel filtro, eran rociadas con 5 mL de agua desionizada o suspension de silice
mesoporosa, de acuerdo al tratamiento correspondiente. En el momento en que las
plantulas germinadas toparon con la tapa de las cajas de Petri, se dejaron de tapar
(Figura 4.8), aumentando la cantidad y frecuencia con la que se realizaba el riego
(llegando a ser de hasta 10 mL diarios).
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Variables evaluadas

Se realiz6 un conteo diario de la germinacién, considerando como semilla
germinada, la que presentaba una radicula de al menos 4 veces la longitud de la
semilla. El dia 14, se procedi6 a registrar en fotografias las diferencias visibles y
colocando las plantulas extendidas sobre un fondo graduado, se midi6 la longitud
total de la plantula y la longitud de la raiz (ISTA, 2015; Alberta Goverment, 2016).
Luego de las mediciones, las plantulas fueron protegidas con papel aluminio, se
introdujeron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80° C. Para posteriormente
realizar pruebas moleculares para fenoles y flavonoides, actividad antioxidante y
acuaporinas, a través de la expresion de los genes PAL, CHS, POD, MnSOD vy
CaPIP1-1.

Analisis estadistico

Se llevaron a cabo analisis de varianza (ANOVA) de una via y pruebas
comparativas de Dunnett con al menos una P=0.05 de confiabilidad, para las
variables de germinacion, longitud de plantula y longitud de raiz. Para la evaluacion

la expresidn genética, se utilizaron las pruebas de Dunnett y Sidak, (P=0.01).

Silice mesoporosa en el crecimiento y desarrollo del chile

Una vez que se obtuvieron resultados de los experimentos de germinacion,
se determinaron los tratamientos que eran convenientes trasladar a un experimento
a mayor escala. De esa forma se plante6 un experimento que da seguimiento al
cultivo, durante todas las etapas fenolégicas de las plantas de chile, desde el
semillero y trasplante hasta la madurez.

El experimento utilizé un disefio factorial (3 factores) con 5 réplicas. Los

factores a considerar para establecer los tratamientos fueron, el tipo de material de
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silice mesoporosa (SBA-15 o SBA-16), la frecuencia de aplicaciéon (semanal o
quincenal) y la dosis utilizada (25 mg/L, 50 mg/L y 100 mg/L). Cada tratamiento

comparado con un control, que solo se traté con agua desionizada (Figura 4.9).

Tipo de Material: SBA-15 SBA 16

F ia de Aplicacién: S | Qui Quincenal

y
| ]
I

Dosis:

100 mg/L

25 mg/L

m:uH[[[[[Huul\

Control

Figura 4.9 Diseflo experimental para probar el efecto de la silice mesoporosa en chile jalapefio.

Condiciones experimentales

El experimento se llevdé a cabo al interior del campus Amazcala, en el
invernadero de produccion de plantula, en un invernadero para uso experimental y
en el laboratorio de fisiologia vegetal, seleccionando estas condiciones como
término medio entre la produccidn en laboratorio y de campo, debido a que los NMs
o similares, son influenciados de forma importante por el medio ambiente
(Ashkavand et al., 2015; Yang et al., 2017).

Durante las 9 semanas posteriores al trasplante, en el campus Amazcala
de la UAQ, se mantuvieron temperaturas medias minimas de 12° C y medias
maximas de 28° C, con una media de 60% de HR. Se utilizé semilla Harris Moran
de chile jalapefio Dante (HMX 4664 F1).

23



Los invernaderos utilizados, fueron de baja o mediana tecnologia, los cuales
tenian sistemas de enfriamiento (ventanas con malla antiafidos o extractores de aire

caliente), pero no contaban con calefaccion (Figura 4.10).

Figura 4.10 Invernadero de uso experimental, utilizado para probar la MS en chile jalapefio.

Siembra de semilla y trasplante de plantula

Figura 4.11 Cronologia de actividades y etapas fenologicas del chile jalapefio en invernadero.
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El experimento inicié en agosto de 2018, con la siembra de la semilla en
una charola de unicel 128 cavidades lavada y desinfectada (sales cuaternarias de
amonio al 2%), se utilizd el sustrato Sunshine “Mezcla No. 3" (Peat Moss
canadiense, vermiculita, carbonatos para ajustar el pH, agente humectante y
formulacién base de fertilizantes), colocando la semilla a menos de 5§ mm de
profundidad y se cubri6 con vermiculita, para facilitar la emergencia. Se les
administré el riego segun lo requerido.

Trascurridas 10 semanas, y con dos pares de hojas verdaderas, las
plantulas fueron trasplantadas a bolsas en octubre, con una mezcla de suelo a base
de tezontle, composta Bokashi y tierra de hormiga en proporcién 1:1:1. Se instalo
un riego por goteo automatizado, auxiliado de riegos con manguera a medida que

fue necesario (Figura 4.11).

Preparacién de materiales y aplicacion de tratamientos

La silice mesoporosa, se suspendid en agua desionizada para formar
tratamientos de acuerdo a las dosis establecidas. Se sonicaron de la misma forma
que los materiales utilizados en el experimento de germinacion. Las suspensiones
se almacenaron en frascos ambar de 250 mL y se preparaba mas suspension
conforme se necesitaba.

Los tratamientos fueron aplicados a partir del trasplante de acuerdo a las
dosis establecidas. Las soluciones se aplicaron con un bote atomizador de 250 mL,
de manera semanal o quincenal (de acuerdo al tratamiento). Para aplicar la
aspersion se usé como medida el punto de goteo (cantidad de humedad suficiente
para formar gotas en el area foliar de la planta), con un limite maximo de 50 mL de
suspension aplicada por planta. Cuando coincidié el riego y la aplicacion de los

tratamientos, se asperjé después del riego.

Variables evaluadas
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Durante la primera y sexta semana, se realizé un monitoreo del crecimiento
de las plantas, para observar posibles tendencias. En la novena semana se dio
como finalizado el experimento en condiciones normales, para que los resultados
no se vieran afectados por las bajas temperaturas de invierno.

Para la evaluacion final del experimento se midieron algunas variables
morfologicas propuestas por IPGRI et al. (1995) en su documento “descriptores de
Capsicum (Capsicum spp.)”. Se registraron los datos de altura de la planta (medida
con un flexbmetro desde el cuello del tallo al apice), la altura de tallo (medida con
un flexémetro desde el cuello del tallo a la primer bifurcacién), grosor de tallo
(diametro medido con un vernier a la mitad de la altura del tallo), cantidad de hojas
(contadas todas las hojas verdaderas), tamafno de hojas (medidas con una regla el
lado mas largo y ancho de 3 de las hojas sanas mas cercanas a la primer
bifurcacién), floracién (contado el total de primordios florales) y fructificacion
(contado el total de frutos cuajados) en el laboratorio de fisiologia vegetal del
campus Amazcala.

Una vez realizadas la mediciones, se colectaron muestras de hojas sanas
y se guardaron en papel aluminio, luego se introdujeron en nitrégeno liquido para
detener su deterioro y se almacenaron a -80° C. Posteriormente a las muestras se
le realizaron analisis de metabolitos especializados y pruebas moleculares para
fenoles, flavonoides y actividad antioxidante, a través de la expresion de los genes
PAL, CHS, POD y MnSQOD.

Analisis estadistico

Al igual que en el experimento de germinacion, se llevaron a cabo analisis
de varianza (ANOVA) de una via y pruebas comparativas de Dunnett con al menos
una P=0.05 de confiabilidad, para las variables morfologicas, analisis de metabolitos

especializados y pruebas moleculares de expresion genética.
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Pruebas moleculares y metabolismo especializado

Pruebas moleculares (PAL, CHS, POD, MnSOD y CaPIP1-1)

Con las muestras congeladas del experimento de germinacion y las hojas
del experimento en invernadero, se realizaron pruebas moleculares para evaluar el
estrés abidtico en las plantas. Se utilizd la cuantificacién de la expresién genética
por PCR en tiempo real o “RT-gPCR” (Wu et al., 2007).

Figura 4.12 Procedimiento para la extraccion de ARN de tejidos de chile.

Basados en estudios anteriores, se eligieron dos marcadores moleculares
para -observar el comportamiento de la sintesis de fenoles, uno de ellos es la
Fenilalanina Amoniaco Liasa (PAL, GenBank AF081215), y flavonoides con
Chalcona Sintasa (CHS, GenBank FJ705842.1). Para probar la expresion oxidativa
se utilizaron la Superdxido Dismutasa de Manganeso Mitocondrial (MnSOD,
GenBank AF036936.2) y la Peroxidasa (POD, GenBank FJ596178.1) como
referentes (Rodriguez-Calzada et al., 2019). Se analizaron las proteinas intrinsecas
de la membrana plasmatica por medio del marcador molecular CaPIP1-1 (GenBank
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JX402929, para Capsicum annuum L.), afaniendo la beta-tubulina (B-TUB,
GenBank EF495259.1) como gen constitutivo o “housekeeping” (Yin et al., 2015).
Para realizar las pruebas moleculares, se necesité ADN complementario y
para obtenerlo se debid realizar primero la extraccion de ARN, para lo que se utilizd
el método Trizol y para la purificacion el RNA Kit Zymo Research Direct Zol RNA
Miniprep. Iniciando con la pulverizacion de 100 mg de tejido vegetal en un mortero
con nitrégeno liquido, se colocd en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se afadieron 600
ML de Tri Reagent (en lugar de Trizol) y se homogenizaron mediante vortex, se
incubar a T° ambiente por 5 min. Se agregaron 200 uL de cloroformo y agit6
vigorosamente por 15 s. Se incub6 a T° ambiente por 3'min. Se centrifugd a 13, 000
rpm por 15 min a 4° C. Se transfiri la fase incolora a un nuevo tubo Eppendorfy se
adiciond un volumen igual de etanol 95%. Se mezclé por pipeteo y se trasfirid la
mezcla a la columna del Kit Zymo-Spin IIC Column. Se colocé dentro de un tubo
colector y se centrifugé a 13, 000 rpm por 1 min. Se descart6 el filtrado y se
afiadieron 400 pL de RNA Wash Buffer del Kit, dentro de la columna y se centrifugd
a 13, 000 rpm por 1 min. En un tubo libre de RNasa (Tubo Eppendorf o tubo para
PCR), se prepararo la siguiente mezcla 5 yL de DNasa |, 75 uL de DNA Digestion
Buffer y se mezclé por pipeteo. Hecha la mezcla se adicion6 directamente a la matriz
de la columna. Se incubd a T° ambiente por 15 min. Se adicionaron 400 uL de Direct-
zol RNA PreWash ala columna y se centrifugdé a 13, 000 rpm por 1 min. Descartando
el filtrado y repitiendo el paso. Se adicionaron 700 uL de RNA Wash Buffer a la
columna y se centrifugd por 2 min a 13, 000 rpm para asegurar la completa remocion
del buffer de lavado. Se transfirié cuidadosamente dentro de un tubo libre de RNasa.
Para eluir el RNA obtenido, se afiadieron 50 puL de agua libre de DNasa/RNasa
(agua de ampolleta) directamente a la matriz de la columna y se centrifug6. Se
almacend a -70°C. Para verificar la calidad del RNA extraido, se corrieron las
muestras en un gel de agarosa desnaturalizante al 1.2% y se visualizaron en el
fotodocumentador. Finalmente se cuantificd por espectrofotometria para conocer la

concentracion del RNA obtenido (Figura 4.12).
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Para sintetizar el ADN complementario (cDNA) se utilizé el Kit First Strand
cDNA Synthesis y el Thermo Scientific Maxima First Strand for RT-gPCR cat.
#K1641 1. Se anadieron en un tubo estéril libre de RNasa (Tubo para PCR) 4 uL de
5X Reaction Mix, 2 yL de Maxima Enzyme Mix, 500 ng de templado de RNA vy la
cantidad restante de agua libre de nucleasas para ajustar a un volumen de 20 pL.
Se mezcl6 suavemente y en el termociclador se incubd por 10 minutos a 25° C, se
mantuvo a 50° C por 15 min y se terminé la reaccion calentando por 5 min a 85° C.
Se saco y se pudo almacenar a -20° C por un corto tiempo.

Una vez obtenido el cDNA de las muestras, ya se pudo comenzar a realizar
el RT-gPCR. Pero antes de comenzar a realizar el procedimiento, se realiz6 el PCR
punto final de los oligonuclebtidos para conocer las condiciones adecuadas de
amplificacion (temperatura y numero de ciclos) para cada gen (Cuadro 4.1). Las

condiciones de reaccion fueron: 2 s, 95 ° Cy 40 ciclosde 3s,95°Cy 30s, 60 ° C.

Cuadro 4.1 Mezclas con las condiciones mas apropiadas para la amplificacion de los oligonucledtidos.

Mezcla mas apropiadas para los oligonucleétidos

o - - - cDNA a

Gen Ciclos (.,TC) SYB(:I;“IX O(I:?‘E)F O(IL?\E)R 10(:;%-‘)mL (::E)
POD 21 55 5 0.15 0.15 2 27
PAL 20 55 5 0.15 0.3 2 2.55
CaPIP1-1 19 55 5 0.3 0.9 2 1.8
CHS 25 58 5 0.9 0.9 2 1.2
MnSOD 22 58 5 0.15 0.15 2 2.7
B-TUB 18 55 5 0.15 0.3 2 2.55

Determinacion de compuestos fendlicos

La determinacion de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante, se llevo
a cabo en el Campus Aeropuerto de la UAQ con el apoyo de la Dra. A. Angélica

Feregrino Pérez.
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Las muestras utilizadas se extrajeron de tejidos congelados. Se tomd 1 g
de material y se colocdé en un matraz de 50 mL, al cual se le adicionaron 10 mL de
metanol. Se cubri6 el matraz con papel aluminio y se sello, para agitarse durante 24
h. Posteriormente se centrifugd a 5, 000 rpm por 10 min a 4 °C. Al final, se filtré el
contenido del matraz con una membrana de 0.45 pm, y se guarda el sobrenadante
(Cardador-Martinez et al., 2002).

Para determinar los fenoles totales en las muestras, se prepara una curva
de calibracion, luego se tomaron 40 pL del extracto metandlico de cada muestra, se
coloca en tubos, se adicionaron 460 uL de agua destilada, 250 pL de folin y 1, 250
ML de carbonato de sodio (Na2COgs), y se tapa para agitarse en el vortex.
Posteriormente se dejaron reposar en la oscuridad por 2 h. Una vez transcurrido el
tiempo, se colocan 200 pL de muestra por triplicado y se leen a 760 nm en el

fotdmetro para microplacas Multiskan (Dewanto et al., 2002).

Determinacion de flavonoides

Para obtener los flavonoides totales de una muestra, se hizo uso de una
curva de calibracion de rutina. Y para la determinacién en las muestras, se
colocaron por triplicado, 50 uL del extracto metandlico de las muestras en un tubo,
se adicionaron 180 uL de agua destilada y 20 uL de solucion 2-aminoetildifenil
borato al 1%. Se prepara un blanco y se lee la absorbancia a 404 nm en el fotobmetro
para microplacas Multiskan. Finalmente se comparan las lecturas con las de la curva
de calibracién, y se expresan los resultados como mg equivalentes de rutina por

gramo de muestra (Oomah et al., 2005).
Determinacion de la actividad antioxidante
Se utilizé el método con DPPH (2, 2 - difenil - 1 - picrilhidracilo), para el cual

una vez preparadas las soluciones de DPPH y de Trolox, se designaron espacios

en la placa donde se realizaron las pruebas por triplicado, se agregaron los blancos
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(con agua para HPLC), controles (con DPPH), las soluciones metandlicas de Trolox
(con DPPH) y las muestras (extracto metanolico y DPPH). Finalmente se leyo la
placa a 520 nm en el fotdmetro para microplacas Multiskan (Fukumoto y Mazza,
2000).

De igual manera la determinacién de la actividad antioxidante se realiz6 por
el método con ABTS, el cual fue preparado con 12 h de anticipacién en una solucion
de Persulfato de Potasio (K2S20s) guardado en la oscuridad para generar el radical.
Luego se prepard una dilucidn con etanol, la cual leida en el fotbmetro a 734 nm
debia tener una absorbancia entre 0.7 y 1. Posteriormente se prepard una solucion
estandar de Trolox, y las soluciones de su respectiva curva de calibracién. Una vez
listos los reactivos, se prepara la placa de 96 pozos por triplicados para blancos,
controles y muestras (metandlicas y acuosas). Al-final se leyé la placa a 734 nm en

el fotbmetro para microplacas Multiskan (Re et al., 1999).

Efecto de la silice mesoporosa ante un factor de estrés abiético

Una vez finalizadas las evaluaciones del experimento en invernadero
(Amazcala, agosto a diciembre de 2018) bajo condiciones ambientales aceptables
para el cultivo de chile, se decidio en base al historial climatico de la region, someter
el experimento a un estrés abidtico causado por bajas temperaturas. Generalmente
en estas condiciones, cuando no hay un sistema de calefaccion apropiado, se
producen.importantes dafios por heladas (congelacion por temperaturas bajo cero),
los cuales tienen efectos adversos en las plantas y en la produccidon obtenida.

Para evaluar el efecto de la silice mesoporosa ante el estrés causado por el
frio, se continudé el experimento con las mismas condiciones de manejo y
tratamientos, durante todo el mes de enero, donde se presentaron cuatro eventos
considerados como “heladas” (Figura 4.13). Durante éste tiempo, las plantas
estuvieron protegidas del exterior unicamente por la membrana del invernadero, sin
sistemas de calefaccién. Al final se evalué la produccién, los niveles de clorofila y el

metabolismo especializado en frutos cosechados.
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Figura 4.13 Condiciones térmicas durante enero de 2019 en Amazcala, El Marqués, Qro. Temperaturas
promedio (amarillo), maximas (rojo) y minimas (azul). Se muestran sefialados en circulos rojos, los cuatro
eventos con condiciones denominadas como “heladas” (temperaturas bajo cero). Estacion meteorologica

“Aeropuerto Intercontinental de Querétaro (MMQT)”, 2019.

Prueba de fitotoxicidad (estancia de investigacion)

En la busqueda por tener una visibn mas amplia del efecto de la silice
mesoporosa en las plantas de chile, se planteé un experimento para ayudar a definir
los limites en los que las aplicaciones se vuelven toxicas para las plantas o si el
rango de seguridad era mayor, que el probado en los probados anteriormente. Para
ello, se disefid un experimento factorial con 5 réplicas, considerando tres factores,
el tipo de silice con dos morfologias distintas (SBA-15 y SBA-16), el tipo de
aplicacién (riego y “dipping/aspersion”) y las dosificacion (100 mg/L, 1,000 mg/L y
2, 000 mg/L), mas un control. Este ultimo factor, basado en las dosis mas altas
probadas los experimentos anteriores y una dosis aun mas alta, pero dentro de lo

reportado por la literatura (Figura 4.14).
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Tipo SBA-15 SBA - 16

Aplicacion . Dipping/ Dipping/
"' Spray Spray

Dosis _ H Replica
1
Control

Mediana
1, 000 mg/L

Figura 4.14 Disefio experimental para probar el efecto de la silice mesoporosa en altas concentraciones sobre

chile jalapefio.

Condiciones experimentales

El experimento se llevo a cabo durante una estancia de investigacién en
The Connecticut Agricultural Experiment Station en la ciudad de New Haven,
Connecticut, con apoyo del Departamento de Quimica Analitica, bajo la direccién
del Dr. Jason C. White, quienes ya tienen experiencia con estudios de fitotoxicidad
por nanomateriales.

La experimentacion se llevd a cabo en los meses de enero a mayo, en un
invernadero para uso experimental de mediana tecnologia con calefaccion vy
ventilacion automatizada, asi como iluminacion diurna artificial para auxiliar a las
plantas con radiacion durante el invierno. EI manejo fue similar al realizado en

México, con riego y fertilizacidon segun era requerido. Se utilizd6 semilla de chile
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jalapefio Dante F1 de Harris Moran. Logrando temperaturas interiores minimas de

16 °C, promedio de 24 °C y maximas de hasta 38 °C (abril/mayo).

Siembra de semilla y trasplante de plantula

La siembra de las semillas comenzd el 14 de enero de 2019, utilizando
almacigos de plastico sobre bandejas para mantener la humedad drenada. Una vez
que las plantas en el invernadero desarrollaron hojas verdaderas, el trasplante en
macetas se realiz6 el 22 de febrero de 2019. Como sustrato, tanto para la
germinacién como para el trasplante, se utiliz6 una mezcla comercial de sustrato
PRO-MIX® BX, auxiliando la nutricion con fertilizante segln lo requerido (Miracle-
Gro®).

Preparacién de materiales y aplicacion de tratamientos

La silice mesoporosa se prepar6 en un medio acuoso con agua
desionizada, y se realizé la sonicacion de la suspension con las mismas condiciones
que las utilizadas en México. Se prepararon las suspensiones con las
concentraciones correspondientes para cada tratamiento y se aplicaron al momento
de hacer el trasplante.

Para los tratamientos con aplicacién por riego, se vertieron por unica
ocasion 125 mL de suspension con silice mesoporosa por tratamiento (25 mL por
planta/réplica), alrededor del tallo de las plantulas bajo la cobertura del area foliar,
una vez trasplantadas del almacigo a las macetas.

En el caso de los tratamientos con aplicacion por dipping y aspersion, se
comenzd preparando 100 mL de suspension en un vaso con las concentraciones
de cada tratamiento. Al momento de sacar las plantulas del almacigo, se sostuvo
firmemente el sustrato y se voltearon, para sumergir la parte aérea de las plantulas
dentro del vaso con cada una de las respectivas suspensiones (dipping). Luego de

10 segundos dentro de las suspensiones, luego se sacaron y escurrieron por un
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momento, para finalizar el trasplante a las macetas. Posteriormente, se prepararon
botes atomizadores con cada una de las suspensiones, y se aplicaban
semanalmente a toda el area foliar (aspersion) utilizando como medida el punto de
goteo (cantidad de humedad suficiente para formar gotas), con un limite maximo de

25 mL de suspension por aplicacion en cada planta (Figura 4.15).

Figura 4.15 Preparacion de plantulas y aplicacion de tratamientos para el experimento de fitotoxicidad.

Variables evaluadas

El experimento finalizd una vez transcurridas 10 semanas posteriores al
trasplante, en ese momento se midieron variables morfolégicas, niveles de clorofila
y se realizé un analisis elemental cuantitativo. Registrando la altura de la planta
(medida con un flexémetro desde el cuello del tallo al apice), el grosor de tallo
(diametro medido con un vernier a la mitad de la altura del tallo), la cantidad de hojas
(contadas todas las hojas verdaderas), el area foliar relativa medida por analisis de

imagenes con una referencia visual a través de la aplicacion Easy Leaf Area (Easlon
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y Bloom, 2014), los niveles de clorofila total (con un lector de clorofila MultispeQ y
la aplicacion PhotosynQ), el peso fresco, seco y cantidad de agua (pesando los
tejidos frescos, posteriormente secandolos en un horno de aire forzado a 60 °C por
48 h y luego se calcul6 el porcentaje de agua perdida en la deshidratacién) y
finalmente la floracion (contado el total de primordios florales).

Una vez finalizadas estas mediciones, se tomaron 200 mg de muestra de
tejidos de raiz y de la parte aérea, con cinco replicas. La digestién de las muestras
se realizd en 4 mL de acido nitrico (HNO3 al 65%) durante 45 minutos a 115 °C,
luego se afadido 1 mL de perdxido de hidroégeno (H202 al 30%) 'y se dejé por 20
minutos adicionales a 115 °C en un digestor SCP Science DigiPREP MS (SCP
Science, Baie D'Urfé, Quebec, CND). La solucion resultante se diluy6 a un volumen
final de 50 mL para analizar con espectroscopia de emision Optica de plasma
acoplado inductivamente con el ICP-OES ThermoScientific iCAP 6500 para los
elementos P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn, Cu, Mo, By Si (Pagano et al., 2017).

Analisis estadistico

Se llevaron a cabo andlisis de varianza (ANOVA) de una via y pruebas
comparativas de Dunnett con al menos una P=0.05 de confiabilidad, de manera
similar a lo realizado en los experimentos de germinacion y produccidn en
invernadero realizados en México, para variables morfolégicas, niveles de clorofila
y el analisis elemental por espectrometria de emision atbmica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES).

Consideraciones éticas

Para la preparacion de los materiales de silice mesoporosa (SBA-15 y SBA-
16), se aplicaron rigurosamente las buenas practicas de laboratorio y el reglamento
de seguridad, implementadas en el laboratorio de sintesis de materiales, localizado

en el Centro Académico Multidisciplinario, del Campus Aeropuerto, de la
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Universidad Autonoma de Querétaro. Constando de un apropiado equipo de
seguridad personal, como lo es una bata de laboratorio, guantes, mascarilla y lentes
de seguridad, asi como el uso de campanas de extraccion. Bajo el entrenamiento y
supervision de una persona capacitada y con experiencia en el manejo de los
materiales en el laboratorio.

Respetando el reglamento vigente de las instalaciones y apoyados en todo
momento de las Buenas Practicas de la OMS para laboratorios de microbiologia
farmacéutica (2012), de la Entidad Mexicana de Acreditacion A.C. y su Manual de
Buenas Practicas de Laboratorio, asi como de otros manuales de instituciones
oficiales que aporten estrategias de seguridad para preservar el bienestar tanto del

investigador y terceros, como del medio ambiente.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Los experimentos realizados bajo las condiciones anteriormente descritas,

tuvieron como resultado lo siguiente.

Sintesis y caracterizacion de silice mesoporosa

El material nanoestructurado con dos morfologias distintas, fue sintetizado
exitosamente. La silice de tipo Santa Barbara Amorphous. estructurada por poros
cilindricos paralelos en arreglo hexagonal (SBA-15) con apariencia similar al talco y
la estructurada por poros esféricos con arreglo cubico (SBA-16) con similitud a la
sal de mesa, se obtuvieron con las caracteristicas tipicas de este tipo de materiales
al final y durante todo el proceso de sintesis (Figura 5.1), segun lo reportado para la

sintesis por el método Sol-Gel (Zhao et al., 1998; Flodstrém y Alfredsson, 2003).

Figura 5.1 Apariencia de los materiales nanoestructurados, tras la calcinacion de la silice mesoporosa al final
del procedimiento de sintesis por el método Sol-Gel en el Campus Aeropuerto de la UAQ. Donde se muestran
la a) Santa Barbara Amorphous 15 con poros en arreglo hexagonal y b) Santa Barbara Amorphous 16 con

poros en disposicion cubica.

38



La caracterizacion estructural de los materiales (Figura 5.2), mostré en
cuanto a porosidad, que la SBA-15 mostraba un area superficial, volumen vy
diametro de poro regular, en comparacioén a otros materiales SBA-15 reportados
(Zhao et al., 1998). En cambio en la caracterizacion de la SBA-16, se observé que
contaba con un menor diametro de poro, a la vez que presentaba un mayor volumen
de poros y una elevada area superficial, al comparase con otras SBA-16 reportadas,
y materiales similares sintetizados con el mismo surfactante (Pluronic F127), como
las nanoesferas de silice mesoporosa (Sing, 1985; Hwang et al., 2004; Liu et al.,

2013).
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Figura 5.2 Resultados de la caracterizacion estructural de los materiales SBA-15 y SBA-16. Se muestran las
a) isotermas BET obtenidas, con los ciclos de histéresis asociados a ambas morfologias (cilindrica y esférica,
respectivamente) y la b) distribucion de la porosidad de los materiales (radio de poro). Datos con los que es

posible calcular el area superficial, volumen y didmetro de poro.
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La caracterizacion del potencial eléctrico (potencial ¢) de las particulas de
silice mesoporosa, mostro que ambos materiales tenian una carga electrostatica
negativa (Figura 5.3). Destacando la SBA-16 por su elevada repulsidon
electroestatica entre particulas, en comparacion con la SBA-15 sintetizada. Lo que
le permite a la SBA-16 mantener una mayor dispersion al formarse suspensiones
acuosas, mostrando un potencial ¢ similar a lo reportado en nanoparticulas de SBA-

16 (Andrade et al., 2013).
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Figura 5.3 Resultados de la caracterizacion eléctrica de suspensiones acuosas con silice mesoporosa. En ellos
se observa la distribucion del potencial zeta () de suspensiones de a) SBA-15 con carga negativa y de b)

SBA-16 con una carga negativa mayor a SBA-15.

40



Ademas de las caracterizaciones fisicoquimicas realizadas, se llevaron a
cabo observaciones por medio de microscopia electronica de trasmisiéon (TEM) y de
barrido (SEM) de ambos materiales. Con las imagenes de las SBA-15 capturadas
por TEM, se confirmé visualmente la existencia de particulas amorfas con estructura
mesoporosa en conformacion hexagonal altamente ordenada (Figura 5.4). Con las
imagenes, se pudo estimar el tamafio aproximado de las particulas individuales de
SBA-15, que van de los 400 a los 800 nm (basado en la escala métrica),

dimensiones que son menores a las SBA-15 reportadas (Katiyar et al., 2006).

Figura 5.4 Observacion de SBA-15 con poros en arreglo hexagonal altamente ordenados, a través de

microscopia electronica de trasmision (TEM).

De igual manera se utilizé TEM para visualizar la SBA-16, con la cual se
pudo observar un material amorfo menos ordenado que la SBA-15, lo que podria
confirmar la repulsion electrostatica entre particulas, sugerida por el potencial ¢ de
este material. A expensas de realizar una caracterizacibn mas precisa, que muestre
de forma mas clara el tamafo de las particulas, las imagenes sugieren que se podria
tratar de nanoparticulas de silice mesoporoso, con dimensiones exteriores menores
a los 100 nm (Figura 5.5).
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Figura 5.5 Observacion de SBA-16 con poros esféricos en arreglo clibico, a través de microscopia electronica

de trasmision (TEM).

CT Ag1571 2019/04/24  11:04 NMMD5.0 x3.0k 30 um CT Ag1570 2019/04/24 10:57 NMMD5.0 x2.0k 30 um

Figura 5.6 Muestras en seco de aglomeraciones de silice mesoporosa de tipo a) SBA-15 y b) SBA-16, vistas

con microscopia electronica de barrido (SEM).

Adicional a las imagenes capturadas por medio de TEM, se realizaron
observaciones de la silice mesoporosa por medio de SEM, donde los polvos fueron
observados en seco, para entender su comportamiento antes y después de preparar
las suspensiones sonicadas para los tratamientos. Estas imagenes mostraron que
la SBA-15 mantiene con mayor integridad la estructura de sus particulas, ya que
existe mayor heterogeneidad al observar sus particulas tanto en seco (aglomerada)
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como disueltas en una suspension acuosa (simple vista). En cambio, a pesar de
que la SBA-16 en seco pareciera formar particulas mas grandes y soélidas, al
momento de formar suspensiones acuosas, éstas se dispersan con mayor facilidad
(aun antes de sonicarse) y por mayor tiempo, con mas homogeneidad y tardando

mas tiempo en sedimentarse (Figura 5.6).

Evaluacion de germinaciéon de semillas y crecimiento de plantulas

Los primeros resultados fueron obtenidos en el experimento que evalud el
efecto de la silice mesoporosa en la germinacion de semillas. Donde el porcentaje
de germinacidon no fue afectado de forma . negativa (tdxico) ni positiva
(bioestimulante) por los tratamientos comparados-con un control (Cuadro 5.1y 5.2),
lo cual refleja biocompatibilidad (capacidad de un material para desempefiarse con
una respuesta adecuada del hospedero en una situacién especifica) en las semillas
(Williams, 2008). Similar a lo reportado en plantas de lupino, maiz y trigo con
aplicaciones de nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN) similares a las SBA
utilizadas (Hussain et al., 2013; Sun et al., 2014).

Al transcurrir 14 dias desde de la siembra, la longitud de plantulas y raices
mostraron respuestas con diferencias estadisticas, donde las semillas que fueron
remojadas antes de la siembra, mostraron un efecto significativo sélo en las semillas
sumergidas en la solucién con la concentracion mas baja (50 mg/L) de SBA-15, las
cuales presentaron un menor crecimiento que el control (efecto fitotoxico). En
cambio, la mayoria de los tratamientos con aplicacién periddica por aspersion,
promovieron el crecimiento de las plantulas (efecto bioestimulante) de forma
altamente significativa.

En el caso de la SBA-15, el crecimiento de la plantula fue en aumento a
medida que lo hacia la concentracién de los tratamientos (a manera de una curva
hormética inversa), similar a lo observado con nanoparticulas de silice soélida
(Hussain et al., 2013). Mientras que los tratamientos con SBA-16, mostraron efectos

positivos mas contundentes, donde el tratamiento con una concentracion de 100
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mg/L, promovié de mejor manera el crecimiento de plantula e incluso increment6

también la longitud de la raiz (Cuadro 5.1 y 5.2, Figura A.4).

Cuadro 5.1 Resultados morfologicos y genéticos en la germinacion de semillas del experimento con

tratamientos a base de SBA-15.

Tratamientos con SBA-152

Variables Aplicacion por Inmersidn Aplicacion por Aspersion
Evaluadas
D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4

Porcentaje de germinacion Biocompatible Biocompatible
Longitud de plantula N Bio Bio Bio Bio | Bio | % | Ax*
Longitud de raiz N Bio Bio Bio Biocompatible
Expresion del gen POD
Expresion del gen PAL
Expresion del gen CaPIP1-1 Bio N/A N/A Bio N/A N/A N/A Bio
Expresion del gen CHS
Expresion del gen MnSOD

aComparados con un control. Simbologia: SBA-15 indica el uso de la silice mesoporesa “Santa Barbara Amorphous” con poros en arreglo
hexagonal; D1 (50 mg/L), D2 (100 mg/L), D3 (500 mg/L) y D4 (1000 mg/L), indican las dosis utilizadas, respectivamente; Bio o
Biocompatible, indica que el tratamiento no tiene un efecto ni téxico (V) ni bioestimulante (1%); los asteriscos indican el grado de diferencia
estadistica, donde * indica una P<0.05 (significativo), ** una P<0.01 (altamente significativo), *** una P<0.001 (extremadamente
significativo) y **** una P<0.0001 (extremadamente significativo). ); las celdas grises indican andlisis realizados con muestras de plantulas
enteras; N/A indica que la prueba no fue realizada para ese tratamiento. Esta evaluacion fue realizada a 14 de la siembra.

Posteriormente a los tratamientos con dosis mas contrastantes o con
resultados morfol6gicos destacables, se les hizo una evaluacién molecular, pero los
resultados mostraron que ningun tratamiento tuvo un efecto significativo en esta
etapa de crecimiento, para genes relacionados con actividad de sintesis de fenoles,
flavonoides, actividad antioxidante o actividad de las acuaporinas de la membrana
plasmatica (PAL, CHS, POD, MnSOD y CaPIP1-1) comparados con un control
(Cuadro 5.1y 5.2). Lo cual hace a los tratamientos evaluados biocompatibles a nivel
molecular, ya que durante la germinacion y en los dias proximos a la germinacion
no es activado el metabolismo especializado (indicador de la respuesta del “sistema
inmune” de la planta ante un factor de estrés), comparados con otros
nanomateriales (como los basados en carbono) mas reactivos (Zhang et al., 2015).

Al comparar el control con el mejor tratamiento de cada tipo de silice, se
vuelve evidente el efecto positivo, tanto en el crecimiento de la plantula como en la

homogeneidad de los resultados (Figura 5.7).

44



Cuadro 5.2 Resultados morfologicos y genéticos en la germinacion de semillas del experimento con

tratamientos a base de SBA-16.

Tratamientos con SBA-162
Variables

Evaluadas Aplicacion por Inmersién Aplicacion por Aspersion
D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4
Porcentaje de germinacion Biocompatible
Longitud de plantula Biocompatible PEEE | PRrk Bio A rERE
Longitud de raiz Bio I Bio Bio

Expresion del gen POD
Expresion del gen PAL
Expresion del gen CaPIP1-1 N/A N/A N/A Bio N/A Bio N/A Bio
Expresion del gen CHS

Expresion del gen MnSOD

aComparados con un control. Simbologia: SBA-16 indica el uso de la silice mesoporosa “Santa Barbara Amorphous” con poros en disposicion
cubica; D1 (50 mg/L), D2 (100 mg/L), D3 (500 mg/L) y D4 (1000 mg/L), indican las dosis utilizadas, respectivamente; Bio o Biocompatible,
indica que el tratamiento no tiene un efecto ni toxico (\) ni bicestimulante (1+); los asteriscos indican el grado de diferencia estadistica,
donde * indica una P<0.05 (significativo), ** una P<0.01 (altamente significativo), *** una P<0.001 (extremadamente significativo) y ****
una P<0.0001 (extremadamente significativo); las celdas grises indican andlisis realizados con muestras de pldntulas enteras; N/A indica que
la prueba no fue realizada para ese tratamiento. Esta evaluacion fue realizada a 14 de la siembra.

Simbologia: SBA 15 y SBA-16 indican el uso de la silice mesoporosa “Santa Barbara Amorphous” con poros en arreglo
hexagonal y con poros en disposicién cubica, respectivamente; D1 (50 mg/L), D2 (100 mg/L), D3 (500 mg/L) y D4 (1000 mg/L),
indican las dosis utilizadas, respectivamente. Esta evaluacicn fue realizada a 14 de la siembra.

Figura 5.7 Plantulas control (a) comparadas con las plantulas del mejor tratamiento de SBA-15 (b) y de SBA-

16 (c), las cuales presentan una menor diferencia de crecimiento.
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Silice mesoporosa en el crecimiento y desarrollo del chile

El segundo experimento, donde se trabajaron las plantas a lo largo de todas
sus etapas fenoldgicas en invernadero, se mostraron resultados mas complejos. De
manera inicial se puede observar que hubo efectos distintos a los observados en el
experimento de germinacion, lo cual refleja que la respuesta de la planta ante la

silice es diferente, dependiendo de la etapa de crecimiento que se evalle.

Cuadro 5.3 Resultados morfologicos, metabdlicos y genéticos del crecimiento y desarrollo de plantas de chile

con tratamientos a base de SBA-15.

Tratamientos con SBA-15°

Variables - L .
Evaluadas Aspersion Semanal Aspersion Quincenal
B M A B M A
Altura de planta
Biocompatible Biocompatible
Altura del tallo
Grosor del tallo * ‘ Bio | Bio Bio I Bio | N
Numero de hojas Biocompatible Biocompatible
Tamaiio de hojas A EEE | Bio | Bio Bio | Bio | J**
Namero de flores
. Biocompatible Biocompatible
Frutos cuajados
Fenoles totales Bio | Bio | QP Bio | Bio | g P
Flavonoides totales Biocompatible Biocompatible
Act. Antioxidante (DPPH) /Is**t* | /r**** | ¢**** ‘L**** \L**** 1\****
Act. Antioxidante (ABTS) Biocompatible qPEE G PR Bio
Expresién del gen POD 4P 4P~
Expresion del gen PAL qPe 4P
] N/A N/A N/A N/A
Expresién del gen CHS qre 4P
Expresion del gen MnSOD he T™*

@ Comparados con un control. Simbologia: SBA-15 indica el uso de la silice mesoporosa “Santa Barbara Amorphous” con poros en arreglo hexagonal;
B, M y A, indican las dosis baja (25 mg/L), media (50 mg/L) y alta (100 mg/L) utilizadas, respectivamente,; Bio y Biocompatible, indican que el
tratamiento no tiene un efecto ni toxico () ni bicestimulante (1); los asteriscos indican el grado de diferencia estadistica, donde * indica una P<0.05
(significativo), ** una P<0.01 (altamente significativo), *** una P<0.001 (extremadamente significativo) y **** una P<0.0001 (extremadamente
significativo); las celdas grises indican andlisis realizados en hojas; N/A indica que la prueba no fue realizada para ese tratamiento. Esta evaluacidn
fue realizada a 9 semanas del trasplante.

Asi mismo, al evaluar las variables morfolégicas de las plantas, se observé
que tanto la morfologia de la silice como la dosis y frecuencia de aplicacion, jugaron
un papel importante en el efecto que produjeron los tratamientos. Donde las
aplicaciones semanales, se mantuvieron menos reactivas, mostrando algunos

efectos benéficos con la dosis baja (25 mg/L) de SBA-15. En cambio los
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tratamientos con aplicaciones quincenales, reaccionaron de manera desfavorable
en variables mayormente vegetativas, destacando que con los tratamientos a base
de SBA-15, las plantas disminuyeron su crecimiento a medida que las dosis
aumentaron, mientras que en los tratamientos con SBA-16 el crecimiento mejord

con el aumento de la dosis utilizada (Cuadro 5.3 y 5.4).

Cuadro 5.4 Resultados morfologicos, metabdlicos y genéticos del crecimiento y desarrollo de plantas de chile

con tratamientos a base de SBA-16.

Tratamientos con SBA-162

x;:zghe:s Aspersion Semanal Aspersion Quincenal

B M A B M A
Altura de planta N Bio Bio
Altura del tallo N Bio Bio
Grosor del tallo B** N Nk
Numero de hojas Biocompatible Jo* Bio Bio
Tamaiio de hojas N JrErE N
Numero de flores N Bio N
Frutos cuajados Biocompatible
Fenoles totales Bio I Bio | rEEE AxdrE Bio Bio
Flavonoides totales Biocompatible Biocompatible
Act. Antioxidante (DPPH) Bio | Bio | Prkxx Bio A Pk
Act. Antioxidante (ABTS) Biocompatible Bio P Bio
Expresion del gen POD qp= 4P
Expresion del gen PAL qr= P

N/A N/A N/A N/A
Expresion del gen CHS qPe qpe
Expresién del gen MnSOD 4P 4=

@ Comparados con un control. Simbologia: SBA-16 indica el uso de la silice mesoporosa “Santa Barbara Amorphous” con poros en disposicion cubica;
B, M y A, indican las dosis baja (25 mg/L), media (50 mg/L) y alta (100 mg/L) utilizadas, respectivamente; Bio y Biocompatible, indican que el
tratamiento no tiene un efecto ni toxico () ni bicestimulante (1); los asteriscos indican el grado de diferencia estadistica, donde * indica una P<0.05
(significativo), ** una P<0.01 (altamente significativo), *** una P<0.001 (extremadamente significativo) y **** una P<0.0001 (extremadamente
significative); las celdas grises indican andlisis realizados en hojas; N/A indica que la prueba no fue realizada para ese tratamiento. Esta evaluacién
fue realizada a 9 semanas del trasplante.

Al analizar los compuestos bioquimicos del metabolismo especializado y la
expresion genética en muestras de hoja de las plantas, salieron a la luz resultados
que ayudaron a entender el efecto que estaba causando la silice mesoporosa, ya
que el “sistema inmune” de las plantas se activd de manera generalizada.

La actividad antioxidante aument6 y disminuyd en los tratamientos sin un

patrén claro y los fenoles totales aumentaron principalmente en los tratamientos con
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dosis altas (100 mg/L), pero la sintesis de flavonoides no se vio afectada por los
tratamientos, bajo estas condiciones (Figura A.1, A.2 y A.3).

Cuando se obtuvieron estos resultados, se observo que los tratamientos
con menor crecimiento y desarrollo morfolégico para cada tipo de silice (SBA-15 a
100 mg/L con aplicacion quincenal y SBA-16 a 25 mg/L con aplicacion quincenal),
presentaron una alta concentracion de compuestos fendlicos comparados con el
control, tal aumento en la sintesis de este tipo de compuestos, fue confirmada por
la sobreexpresién del gen PAL (relacionado con la sintesis de fenoles), asi como de
otros genes (CHS, MnSOD y POD) que en menor o mayor medida, mostraron un
aumento de la actividad antioxidante y de sintesis de flavonoides (Cuadro 5.3 y 5.4).

Por lo que el bajo crecimiento y desarrollo de esos tratamientos, puede
deberse a un aprovechamiento de la energia, dirigido a aumentar los metabolitos
especializados, para mejorar el sistema inmune de la planta ante un factor de estrés,

como lo fueron algunos tratamientos de silice mesoporosa (Cuadro 5.3 y 5.4).

Efecto de la silice mesoporosa ante un factor de estrés abiético

Las evaluaciones sugirieron que habia tratamientos que estaban actuando
como eustresores en-etapas avanzadas de crecimiento. Por lo que se desarroll6 un
tercer experimento, con plantas estimuladas por los tratamientos anteriores, donde
fueron sometidas de forma natural a temperaturas bajas y heladas (no apropiadas
para chile) durante 6 semanas.

Los resultados mostraron que el tratamiento (SBA-15 a 25 mg/L con
aplicacion semanal) que inicialmente promovié el crecimiento y desarrollo de las
plantas, fue altamente afectado por el frio a nivel vegetativo y productivo. Incluso,
algunos tratamientos que no promovieron el crecimiento y que presentaron actividad
del metabolismo especializado, si no redujeron su crecimiento y desarrollo, fueron
afectados de igual manera por el frio, al grado de sufrir una muerte total por dafios

en los tejidos (Cuadro 5.5y 5.6).
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Cuadro 5.5 Evaluacion de la produccion, niveles de clorofila y metabolismo especializado de plantas tratadas

con silice mesoporosa SBA-15 ante condiciones de estrés abiotico (frio).

Tratamientos con SBA-152
Variables

Aspersion Semanal Aspersion Quincenal
Evaluadas
B M A B M A

Nlmero de flores

Biocompatible Biocompatible
Frutos cosechados
Tamafio de fruto J ok J Bio Aok Aok
Rendimiento (Frutos/Planta)

Biocompatible Biocompatible
Nivel de clorofila total
Fenoles totales Bio G PR
Flavonoides totales Bio G P

N/A N/A

Act. Antioxidante (DPPH) A wEkx A EEE
Act. Antioxidante (ABTS) qp= P

aComparados con un control. Simbologia: SBA-15 indica el uso de la silice mesoporosa “Santa Barbara Amorphous” con poros en arreglo hexagonal; B,
M y A, indican las dosis baja (25 mg/L), media (50 mg/L) y alta (100 mg/L) utilizadas, respectivamente; Bio y Biocompatible, indican que el
tratamiento no tiene un efecto ni téxico () ni bicestimulante (1), los asteriscos indican el grado de diferencia estadistica, donde * indica una P<0.05
(significativo), ** una P<0.01 (altamente significativo), *** una P<0.001 (extremadamente significativo) y **** una P<0.0001 (extremadamente
significativo); las celdas grises indican andlisis realizados en frutos; N/A indica que la prueba no fue realizada para ese tratamiento (sin muestras por
muerte de plantas). Esta evaluacion fue realizada a 15 semanas del trasplante.

Cuadro 5.6 Evaluacion de la produccion, niveles de clorofila y metabolismo especializado de plantas tratadas

con silice mesoporosa SBA-16 ante condiciones de estrés abidtico (frio).

Tratamientos con SBA-162

x;;ﬁ::.‘e:s Aspersidon Semanal Aspersion Quincenal
B M A B M A
Numero de flores Biocompatible
Biocompatible
Frutos cosechados Bio T* Bio
Tamafio de fruto Aok A okokk J ik Ak AE* Ak
Rendimiento (Frutos/Planta) Biocompatible Biocompatible
Nivel de clorofila total M M Prr* ™~* ™ Bio Bio
Fenoles totales Ak d Bio A A kEE P
Flavonoides totales A EdkE A rrkk ’ AP o PrwkE
N/A
Act. Antioxidante (DPPH) A krdR Bio Aotk Ak Arkrk
Act. Antioxidante (ABTS) 4P qpE s QR0 Bio

aComparados con un control. Simbologia: SBA-16 indica el uso de la silice mesoporosa “Santa Barbara Amorphous” con poros en disposicion cubica; B,
M y A, indican las dosis baja (25 mg/L), media (50 mg/L) y alta (100 mg/L) utilizadas, respectivamente; Bio y Biocompatible, indican que el
tratamiento no tiene un efecto ni téxico () ni bicestimulante (1), los asteriscos indican el grado de diferencia estadistica, donde * indica una P<0.05
(significativo), ** una P<0.01 (altamente significativo), *** una P<0.001 (extremadamente significativo) y **** una P<0.0001 (extremadamente
significativo); las celdas grises indican andlisis realizados en frutos; N/A indica que la prueba no fue realizada para ese tratamiento (sin muestras por
muerte de plantas). Esta evaluacion fue realizada a 15 semanas del trasplante.

En cambio, aquellos tratamientos que antes de ser sometidos al factor de
estrés abiotico, redujeron su crecimiento por efecto de la silice mesoporosa,

lograron tolerar el frio de mejor manera, para posteriormente tener una recuperacion
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sobresaliente con un aumento en la produccion, niveles de clorofila y calidad de
fruto, asi como un aumento de la actividad antioxidante, contenido de fenoles y
flavonoides en frutos, lo cual se describe como un efecto eustresor (Figura 5.8).
Destacando la mayoria de los tratamientos a base de SBA-16 y la dosis alta (100
mg/L) de SBA-15 aplicada quincenalmente, como tratamientos con efecto promotor
de la tolerancia al frio (Cuadro 5.5y 5.6). Confirmando el efecto benéfico del silicio,

ante condiciones de estrés abidtico (Luyckx et al., 2017)

Intolerancia al Frio

SBA 15-S-B en Diciembre SBA 15-5-B en Febrero

Wi
Promotor de .
Crecimiento

= T
.

Control

’ Heladas

Control
en Enero

Intolerancia al Frio

Eustresor

SBA 16-Q-B en Diciembre SBA 16-Q-B en Febrero
Tolerancia al Frio
Simbologia: 15 o 16, indica el uso de silice mesoporosa de tipo SBA-15 o SBA-16, respectivamente; B indica las dosis baja

(25 mg/L) utilizada; S 0 Q, indica una aplicacion semanal o quincenal de los tratamientos, respectivamente. Esta
evaluacidn fue realizada a 15 semanas del trasplante.

Figura 5.8 Comparacion del efecto promotor de crecimiento con el efecto eustresor ante un factor de estrés

abidtico (frio) en plantas de chile sometidas a tratamientos con silice mesoporosa.

Prueba de fitotoxicidad (estancia de investigacion)

Una vez evaluado el efecto de la silice mesoporosa durante todas las etapas
fenologicas con dosis usuales (menores a 100 mg/L), se propuso un experimento
con las dosis mas elevadas (100 mg/L, 1, 000mg/L y 2, 000 mg/L), para procurar
escenarios de fitotoxicidad, el cual se llevé a cabo durante una estancia de
investigacion en New Haven, Connecticut, USA en los meses de enero a junio de

2019. Donde contrario a lo que se esperaba, no se observaron efectos fitotoxicos

50



en variables morfolégicas, niveles de clorofila y de produccién con ninguno de los
tratamientos utilizados, bajo condiciones ambientales regulares y apropiadas para
el cultivo de chiles (Cuadro 5.7 y 5.8).

Cuadro 5.7 Evaluacion de fitotoxicidad en variables morfoldgicas, niveles de clorofila y de produccion en

plantas tratadas con silice mesoporosa SBA-15.

Tratamientos con SBA-152
Variables

Evaluadas Irrigacion Dipping/Aspersion

B M A B M A

Altura de planta

Biocompatible
Grosor del tallo

Numero de hojas Arrx P rrk

Area foliar relativa
Nivel de clorofila total Biocompatible
Peso fresco
Biocompatible
Peso seco

Porcentaje de agua

Nimero de flores

@Comparadaos con un control. Simbologia: SBA-15 indica el usa de la silice mesoperosa “Santa Barbara Amorphous” con poros en arreglo hexagonal; B,
M y A, indican las dosis baja (100 mg/L), media {1000 mg/L) y alta (2000 mg/L) utilizadas, respectivamente; Bio y Biocompatible, indican que el
tratamiento no tiene un efecto ni téxico () ni bicestimulante (1), los asteriscos indican el grado de diferencia estadistica, donde * indica una P<0.05
(significative), ** una P<0.01 (altamente significativo), *** una P<0.001 (extremadamente significative) y **** una P<0.0001 (extremadamente
significative); N/A, indica que la prueba no fue realizada para ese tratamiento. Esta evaluacion fue realizada a 10 semanas del trasplante.

Cuadro 5.8 Evaluacion de fitotoxicidad en variables morfoldgicas, niveles de clorofila y de produccion en

plantas tratadas con silice mesoporosa SBA-16.

Tratamientos con SBA-162

Variables Irrigacion Dipping/Aspersion
Evaluadas ¢ PRSP

B M A B M A

Altura de planta

Biocompatible
Grosor del tallo

. . Biocompatible
Namero de hojas H* Bio A EEEE

Area foliar relativa

Nivel de clorofila total Bio | P* | Bio

Peso fresco Biocompatible

Biocompatible

Peso seco
Porcentaje de agua Bio | Bio | Ak
Numero de flores Biocompatible

aComparados con un control. Simbologia: SBA-16 indica el uso de la silice mesoporosa “Santa Barbara Amorphous” con poros en disposicién ctbica; B,
M y A, indican las dosis baja (100 mg/L), media (1000 mg/L) y alta (2000 mg/L) utilizadas, respectivamente; Bio y Biocompatible, indican que el
tratamiento no tiene un efecto ni téxico () ni bicestimulante (1), los asteriscos indican el grado de diferencia estadistica, donde * indica una P<0.05
(significative), ** una P<0.01 (altamente significativo), *** una P<0.001 (extremadamente significativo) y **** una P<0.0001 (extremadamente
significativo); N/A, indica que la prueba no fue realizada para ese tratamiento. Esta evaluacion fue realizada a 10 semanas del trasplante.
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Resultados que al ser contrastados con evaluaciones anteriores, parecen
formar una curva hormética inversa (Figura A.5), donde las dosis bajas (menores a
50 mg/L) presentan mas frecuentemente efectos indeseados y a medida que la
dosis aumenta (mayores a 100 mg/L), la biocompatibilidad de la silice mesoporosa
aumenta, asi como se vuelven mas frecuentes los efectos positivos (promotor-de
crecimiento) en diversas variables (Cuadro 5.7 y 5.8). En investigaciones anteriores,
se obtuvieron resultados similares con pruebas realizadas en trigo y lupino, que en
dosis superiores a los 500 mg/L, llegaron a reportar un incremento en la biomasa
de las plantas, relacionada a la actividad fotosintética de los cloroplastos con MSN
trasladados desde la raiz hasta los tallos y hojas por medio del xilema, una vez que
entraron via apoplasto/simplasto, y que aun en la dosis mas alta utilizada (2, 000

mg/L) no se mostraron sefiales de estrés oxidativo (Sun et al., 2016).

Cuadro 5.9 Analisis elemental por ICP-OES (Espectrometria de Emision Atdémica con Plasma Acoplado

Inductivamente) de plantas tratadas con silice mesoporosa SBA-15.

Tratamientos con SBA-152

Elementos
(ug/g de Irrigacién Dipping/Aspersion
muestra) B M A B M A
H R F H R R H R [ H R F H R F H R [

Fésforo (P) === Bio Bio A
Potasio (K) Bio Bio Bio Jrees
Calcio (Ca) Bio Bio Bio Bio
Magnesio (Mg) Bio Bio Bio Bio
Azuire (S) B Bio A+ Lreer
Hierro (Fe) Bio Bie. NA | Bic Bio NA | Bio Bio 1™ | Bie Bio NA | Bio Bie NA | Bio Bio Bio
Zinc (Zn) = Bio Bio L
Cobre (Cu) heses Bio Bio T
Molibdeno {Mn) e Bio Bio Bio
Boro (B) Bio P Bio L
Silicio (Si) Bio Bio Bio Bio

aComparados con un control. Simbologia: SBA-15 indica el usc de la silice mesoporosa “Santa Barbara Amorphous” con peros en arreglo hexagonal; B, M y A, indican
las dosis baja {100 mg/L), media (1000 mg/L) y alta (2000 mg/L) utilizadas, respectivamente; H, R o F indican que el andlisis fue realizado en hoja, raiz o fruto,
respectivamente; Bio, indica que el tratamiento no tiene un efecto ni téxico () ni bioestimulante (1), los asteriscos indican el grado de diferencia estadistica, donde *
indica una P<0.05 {significativo), ** una P<0.01 {altamente significativo), *** una P<0.001 (extremadamente significativo) y **** una P<0.0001 (extremadamente
significativo); N/A, indica que la prueba no fue realizada para ese tratamiento. Esta evaluacion fue aalid del trasp

Finalmente, un analisis elemental por espectrometria ICP-OES, mostr6 que
el balance en la mayoria de los tratamientos se mantiene regular en comparacion
con el control. Hay casos en los que existe diferencia significativa, donde el aumento

generalizado de elementos, puede indicar promocion de crecimiento y desarrollo;
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un aumento en la concentracion de calcio o magnesio en la parte aérea, puede
indicar una respuesta al estrés o actividad fotosintética, respectivamente; mientras
que el desbalance elemental en los frutos con las dosis mas elevadas, puede

deberse a la promocion de crecimiento del area foliar (Cuadro 5.9y 5.10).

Cuadro 5.10 Analisis elemental por ICP-OES (Espectrometria de Emision Atomica con Plasma Acoplado

Inductivamente) de plantas tratadas con silice mesoporosa SBA-16.

Elementos Tratamientos con SBA-162

(ug/g de Irrigacion Dipping/Aspersién
muestra) B M A B M A
H R F H R F H R E H R F H R F H R E

Fosforo (P) Bio Bio Bio Bio e
Potasio (K) Bio  Bio T~ [ e
Calcio (Ca) A+ Bio Bio Bio Bio
Magnesio (Mg) R Bio Bio Bio Bio
Azufre (S) Bio  Bio +* o [
Hierro (Fe) Gy > N/A Bio Bio N/A Bio Bio Bio Bio Bio N/A Bio Bio N/A Bio Bio ns
Zinc (Zn) Bio Bio Bio Bio +*
Cobre (Cu) Bio Bio Bio Bio Bio
Molibdeno (Mn) Bio Bio Bio - Bio
Boro (B) Bio  Bio Bio 1Y Bio
Silicio (Si) Bio Bio Bio Bio o~

“Comparados con un control. Simbologia: SBA-16, indica el uso de la silice mesoporosa “Santa Barbara Amorphous” con poros en disposicion cubica; B, M y A, indican
las dosis baja (100 mg/L), media (1000 mg/L) y alta (2000 mg/L) utilizadas, respectivamente; H, R o F, indican que el andlisis fue realizado en hoja, raiz o fruto,
respectivamente; Bio, indica que el tratamiento no tiene un efecto ni téxico () ni bioestimulante (1), los asteriscos indican el grado de diferencia estadistica, donde *
indica una P<0.05 (significativo), ** una P<0.01 (altamente significativo), *** una P<0.001 (extremadamente significativo) y **** una P<0.0001 (extremadamente
significativo); N/A, indica que la prueba no fue realizada para ese tratamiento. Esta evaluacion fue realizada a 10 semanas del trasplante.

La acumulacién de silicio en la planta, evaluada por este método, sélo
muestra un aumento significativo en el fruto con la dosis mas elevada (2, 000 mg/L)
de SBA-16 aplicado por Dipping/Aspersion, pero la baja significancia y falta de
presencia en otros tejidos, puede deberse a una acumulacién de silice en el exterior
del fruto (Cuadro 5.10). Mostrando que las SBA con morfologia distinta, en el rango
de -concentraciones evaluadas, no tiene impacto negativo en el crecimiento o
desarrollo de las plantas, similar a lo reportado en un estudio reciente con

nanoparticula de silice mesoporoso (Sun et al., 2016).
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VIl. CONCLUSIONES

Resumen de Resultados

Los materiales nanoestructurados de silice mesoporosa (SBA-15 y SBA-16)
modificados para obtener caracteristicas de interés, fueron. sintetizados
exitosamente y evaluados en plantas de chile (Capsicum annuum L.).
Considerandose biocompatibles en la mayoria de las circunstancias-evaluadas, con
algunos efectos fitotdxicos en dosis por debajo de 50 mg/L, pero con importantes
efectos benéficos (promotor de crecimiento o eustresor) por encima de los 100 g/L,
en el crecimiento, desarrollo y tolerancia ante estrés abidtico, dependiendo de la
etapa fenoldgica de la planta, dosis utilizada y morfologia de la silice, comparados
con un tratamiento control. Esto ademas de que el analisis elemental por medio de
ICP-OES, no mostré resultados altamente significativos, que sefalen una
acumulacién anormal de silicio en los tejidos. Mostrando la idoneidad de algunos
tratamientos, para su uso como un sistema de entrega de quimicos y sustancias en
plantas de chile, sin causar respuestas adversas importantes en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, aunado a la aparicion de efectos positivos intrinsecos a
los materiales, que al ser aplicados, por si mismos ya presentan una buena opcion

para su uso con objetivos especificos en un cultivo de chile.

Conclusioén

Bajo las condiciones en las que fue realizada esta investigacion, se puede
concluir que la hipétesis es verdadera debido a que, ademas de confirmarse la alta
biocompatibilidad de la silice mesoporosa SBA-15 y SBA-16, se observaron
numerosos efectos benéficos de diferentes tipos, intrinsecos a la aplicacion de los
materiales en el crecimiento y desarrollo de plantas de Chile (Capsicum annuum L.),
dependiendo de la etapa fenologica, dosis utilizada y morfologia de la silice,

comparadas con un tratamiento control.
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Sugerencias

0,

s Cuantificar el tamafo de la silice mesoporosa, para conocer si hay

ingreso a la planta, asi como entender su modo de accion.

RO

% Realizar microscopia a los tejidos vegetales expuestos, para evaluar

la bioacumulacion y translocacion de la silice mesoporosa.

RO

% Realizar pruebas de control de organismos fitopatégenos.

RO

% Realizar pruebas organolépticas y nutricionales a frutos expuestos.
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Figura A.1 Expresion relativa de los genes a) Mn-SOD, b) POD, ¢) PAL y d) CHS como respuesta a los
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Simbologia: 15 o 16 indica el uso de silice mesoporosa SBA 15 o SBA 16, respectivamente; C, B, M y A, indican las dosis control
(s¢lo agua), baja (25 mg/L), media (50 mg/L) y alta {100 me/L} utilizadas, respectivamente; los asteriscos indican el grado de
diferencia estadistica, donde * indica una P=0.05 (significativc). Esta evaluacion fue realizada a 9 semanas del trasplante.
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Simbaologfa: 15 indica el uso de silice mesoporosa SBA 15; C, B, M y A, indican las dosis control (sélo agua), baja (25 mg/L), media (50 mg/L) v alta (100 mg/L) utilizadas, respectivamente;
los asteriscos indican el grado de diferencia estadistica, donde * indica una P£0.05 {significativa), ** una P<0.01 (altamente significativo), *** una P<0.001 (extremadamente significativo)
y ***% una P<0.0001 {extremadamente significativo). Esta evaluacién fue realizada a 9 semanas del trasplante.

Figura A.2 Metabolitos especializados en respuesta a los tratamientos con particulas de silice mesoporosa

SBA-15 en plantas de chile.
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Simbologfa: 16 indica el uso de silice mesoporosa SBA 16; C, B, M y A, indican las dosis control (sélo agua), baja (25 mg/L), media (50 mg/L) y alta (100 mg/L) utilizadas, respectivamente;
los asteriscos indlican el grado de diferencia estadistica, donde * indica una P<0.05 (significativo), ** una P<0.01 (altamente significativo), *** una P<0.001 (extremadamente significativo)
y **¥% una P<0.0001 { d: igni ivo). Esta evaluacion fue realizada a 9 semanas del trasplante.
e

Figura A.3 Metabolitos especializados en respuesta a los tratamientos con particulas de silice mesoporosa

SBA-16 en plantas de chile.
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Tratamientos

Simbologla: 15 indica el uso de Ia silice mesoporosa “Santa Barbara Amorphous 15" con poros en arreglo hexagonal y 16
indica el uso de la silice mesoporosa “Santa Barbara Amorphous 16" con poros en disposicion cibica; D1 (50 mg/L), D2 (100
mg/L), D3 (500 mg/L) y D4 (1000 mg/l), indican las dosis utilizadas, respectivamente; los asteriscos indican el grade de
diferencia estadistica, donde * indica una P<0.05 (significativo) y ** una P<Q.01 (altamente significative). Esta evaluacion
fue realizada a 14 de la siembra.

Figura A.4 Longitud de plantulas de chile jalapefio, evaluadas al dia 14 después de la siembra, con

tratamientos de silice mesoporosa, donde se observan efectos adversos en una de las dosis mas bajas.
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Tratamientos

Simbelagia: SBA-15 indica el uso de la silice mesoporosa “Santa Barbara Amarphous” con pores en arreglo hexagonal y SBA-
16 indica el use de la silice mesaperosa “Santa Barbara Amorphous” con poros en disposicidn cibica; B, M y A, indican las
dosis baja {100 mg/L), media (1000 mg/L) y alta (2000 mg/L) utilizadas, respectivamente;; los asteriscos indican el grade de
diferencia estadistica, donde * indica una P<0.05 (significative), ¥* una P<0.01 (altamente significativa), *** una P<0.001
(extremadamente significativo) y ***¥ una P<0.0001 (extremadamente significative).

Figura A.5 Conteo de hojas de plantas de chile jalapefio, tratadas con silice mesoporosa. Donde al observar

los tratamientos de cada tipo de SBA por separado, se observa un comportamiento hormético inverso.
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