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ABSTRACT

Viral disease is one of the most difficult challenges in crop production due to there
no cure to virus management and effective tools to control is lacking. Nevertheless,
there are increasing evidence that nanoparticles can interact with plant viruses.and
diminish the prejudicial syndrome. A nanopatrticle are less than 100 micrometers in
size and the antiviral capacity of nanoparticles depends on its characteristics itself
as well the host and experimental design; in particular, zinc oxide nanoparticles (NP-
ZnO) are well documented to control wide range of agricultural pathogens. This work
tests the use of NP-ZnO as management of Tobacco Mosaic Virus (TMV) in chilli
plants. NP-ZnO were synthesized by chemical reaction with a nanoflower form and
-3 size to control TMV infection in vivo using.chilli plants (Capsicum annum) under
greenhouse condition. TMV particles were inoculated in chilli plants and treated 3
times by foliar spray each 72 h with five pretreatments and postreatments
concentrations of NP-ZnO which were: 0, 50, 100, 150 and 200 ug/L. According to
DAS-ELISA test used to measure the relative viral load in each treatment; the
concentration 200 pg/L was the best treatment under this experimental design with
significant diminish of relative viral load from 7.36+0.14 mg/mL compared to
10.35+0.25 mg/mL. of the positive control TMV. Nevertheless, these results are not
related with those to sanity in which the pretreatment 3 (100 pg/L) got the best sanity
features and phenological characteristics among which the number and sizes of
fruits significantly improved. These results suggest a mechanism of elicitation
pathway by which the plant attenuate the observed symptoms, this notion was
reinforced with the significant increase in enzymatic and antioxidant activity.
However, the strategy for the management of TMV disease using NP-ZnO require
to test different sizes of nanoparticles, doses and frequencies to define the best fit

to chilli plants.






RESUMEN

Las enfermedades virales son uno de los desafios mas dificiles en la produccién de
cultivos; la razon es que no existe cura eficaz para el manejo de virosis y se carece
de herramientas efectivas para su control, sin embargo, existe una creciente
evidencia de que las nanoparticulas de O6xidos metélicos pueden desintegrar la
capside de los virus y de este modo inhiben significativamente la infeccion. Una
nanoparticula tiene un tamafio inferior a 100 micrometros y su capacidad antiviral
depende de sus caracteristicas fisicoquimicas, asi como del hospedero y del disefio
de experimento; en particular, las nanoparticulas de éxido de zinc (NP-ZnO) se han
utilizado para el control de una amplia gama de patégenos agricolas. Este trabajo
prueba el uso de NP-ZnO como manejo del TMV en plantas de chile. Las NP-ZnO
se sintetizaron quimicamente con una formatipo nanoflor y tamafio aproximando de
-3 micrometros; las cuales se probaron bajo condiciones de invernadero. El
experimento consistio en la aspersion foliar de NP-ZnO sobre plantas de chile
infectadas con TMV; la aplicacion se realizo por triplicado cada 72 h probando 5
pretratamientos y postratamientos con concentraciones de: 0, 50, 100, 150 y 200
ug/L. Los resultados de carga relativa viral obtenidos de la prueba DAS-ELISA
sugieren que el pretratamiento con 200 pg/L NP-ZnO presentd el mejor resultado
bajo este disefio experimental; con una disminucion significativa de la concentracion
de 7,36 = 0,14 mg/mL en comparacién con 10.35x 0.25 mg/mL del control positivo
con TMV. No obstante, estos resultados no se relacionaron con la variable sanidad,
donde el pretratamiento 3 (100 pg/L) obtuvo las mejores caracteristicas de sanidad
y las variables fenologicas mejoraron significativamente el nimero y tallas de frutos
aunque la carga viral permanecio inalterada (similar al cotrol con TMV);
posiblemente debido al tamafio micrométrico de las nanoflores. Estos resultados
sugieren un mecanismo via elicitacion por el cual la planta atenta los sintomas
observados para el pretatamiento 3; nocion que se refuerza con el incremento
sifnificativo de la actividad enzimatica y antioxidante. Finalmente, dado que la

capacidad antiviral de las nanoparticulas depende de sus caracteristicas per se, asi



como del disefio experimental y la especie vegetal; la estrategia eficaz para el
manejo de la enfermedad de TMV utilizando NP-ZnO en plantas de chile requiere
probar diferentes tamafios de particulas.
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l. INTRODUCCION

En México el cultivo de chile jalapefio (Capsicum annum) es altamente demandado
debido a nuestra cultura culinaria. El chile es un cultivo endémico cuyo esquema de
produccién protegido puede ser en malla sombra e invernaderos; con una
participacion del 9% y 6% respectivamente. La forma principal de produccion de
esta hortaliza a campo abierto con un 85% (SIAP, 2020); raz6n por la cual queda

expuesto altamente a plagas y enfermedades como son bacterias, hongos y virus.

En particular, las infecciones por virus a menudo no inducen una enfermedad
notable; pero influyen en las plantas de formas mas sutiles como es la reduccién en
el rendimiento, lo cual es una caracteristica comdn y un aspecto econdémico
importante de las virosis en plantas. EI menor rendimiento puede deberse a veces
a una reduccion tanto en el tamafio como en el numero de frutas o semillas (Hull,
2014). En México las pérdidas de produccion causadas por virus oscilan desde un
20% hasta 100% (INIFAP, 2014); siendo aun mas especificos, las pérdidas
causadas por el Virus del Mosaico del Tabaco (TMV) son de 1 billén de ddlares por

afo alrededor del mundo (Waziri et al., 2015).

En general, las plantas contaminadas por virus se contagian por vectores portadores
de virus como son acaros, trips, mosca blanca y afidos; también pueden transmitirse
por semilla contaminada o por contacto mecénico. El TMV es un tipo de virus de
RNA gue pertenece al género Tobamovirus. Se transmite cominmente por contacto
y por el uso de semillas contaminadas, es considerado uno de los virus mas
perjudiciales debido a que es particularmente estable. Este virus puede permanecer
infeccioso en residuos de plantas contaminadas, compost, suelo y agua de riego
(Parisi et al.,, 2020). Las perdidas ocasionadas por virus son a menudo
infravaloradas, esto es porque los virus no matan a las plantas, sino que afectan la

calidad y rendimiento de los cultivos. Las enfermedades virales son



econémicamente importantes cuando causan una desviacion significativa en el

crecimiento de una planta (Hull, 2014).

Al dia de hoy, el manejo de virosis en plantas no tiene agentes antivirales tan
efectivos como aquellos para el control de hongos y bacterias. Por lo tanto, el
esfuerzo de mantener la sanidad vegetal se limita al manejo preventivo mediante
buenas practicas agricolas, asi como el uso de variedades resistentes a virus. El
control quimico, por otro lado, se basa en el cambio de la carga superficial de los
virus. Sin embargo, su uso inadecuado ha generado resistencia a farmacos,
disminuyendo la eficacia de la estrategia de control, ademas de los riesgos que
supone a nuestra salud y seguridad alimentaria. Debido a lo anterior es necesario
encontrar alternativas de manejo contra virus que. impliquen menores o nulos

riesgos a la salud y el medio ambiente.

El uso de la nanotecnologia como herramienta en la estrategia del manejo de
enfermedades ha introducido innovadores campos de investigacion con
aplicaciones de interés agricola, como son el uso de nanoparticulas para el
desarrollo de nanofertilizantes, nanoplaguicidas Yy nanobiosensores. Las
nanoparticulas (NP) son materiales con tamafio de particulas < 100 nm en al menos
una de sus tres dimensiones (largo, alto y ancho). La actividad biologica de las NP
esta estrechamente relacionada con las propiedades fisicoquimicas como son la
morfologia, carga superficial, tamafio, concentracion entre otras. Estas
propiedades, son resultado de las condiciones de sintesis bajo las que fueron
formados como también de los materiales utilizados (Siddigi and Hunsen. 2017).
Una ventaja Gtil de la nanoescala es que son semejantes a tamafios presentes en
moléculas bioldgicas y por tanto posibilitan el facil acceso de las NP dentro de las
células. Las NP con tamafios inferiores a 50 nm pueden atravesar la pared celular
y transportarse via simplastica, mientras que las NP de tamafios mas grandes (200

nm) se traslocan via apoplastica (Paramo et al., 2020).



Adicionalmente, la actividad antimicrobiana de las NP en plantas se da a través de
distintos mecanismos de accion. Por ejemplo, en bacterias lo mas aceptado es que
la simple adhesion de las NP con los lipopolisacaridos de las membranas
bacterianas compromete la integridad de la membrana y de este modo se ejerce el
efecto antimicrobiano (Jacobson et al., 2015). Para el caso de los virus, se proponen
dos mecanismos de actuacién mediado por NP; el 1) es la agregacion de las NP
sobre la capside viral, lo cual imposibilita el reconocimiento y entrada a la célula
evitando de este modo una infeccion sistémica, el 2) mecanismo, implica la
interaccion NP-virus, la cual produce especies reactivas de oxigeno (ROS) in situ, y
debido a la proximidad con el virus desintegran la cubierta proteica viral; de esto
modo se logra su inactivacion permanente (Vecitis, 2020).

Dentro del abanico de posibilidades, las nanoparticulas de oxido de zinc (NP-ZnO)
presentan la versatilidad de usarse como nanofertilizante y nanoplaguicida. El Zn
es un micronutriente y se encuentra presente en mas de 300 enzimas, Reddy
Pullagurala et al., (2018) reportan-que las NP-ZnO aumentan la cantidad de
pigmentos fotosintéticos carotenoides y clorofila en cilantro, también benefician la
toma de nutrientes y agua del suelo al favorecer la formacion de raices adventicias
en trigo (Anderson et al., 2017) y mejoran la actividad enzimatica del suelo
(Asadishad et al., 2018). Como nanoplaguicida, estd ampliamente reportada su
actividad antimicrobiana contra bacterias y hongos (Malandrakis et al., 2019) y
recientemente, la aplicacion de NP-ZnO como manejo antiviral ha sido probado en
plantas modelo. Por ejemplo Abdelkhalek & Al-Askar (2020) usaron plantas de
jitomate infectadas con TMV para evaluar la actividad antiviral con 100 pg/mL de
NP-ZnO sintetizadas biogénicamente a partir de extractos de hierbabuena; sus
resultados sugieren que con tamafios de particula esféricos de 75 nm se logra
disminuir significativamente la expresién viral respecto del control con TMV (63.55
a 136.6), después de aplicar foliarmente un doble tratamiendo con NP 24 h antes y

24 h después de la infeccion con TMV.



Con esta propuesta se pretende generar evidencia cientifica de la actividad
antivirica que presentan las nanoparticulas de 6xido de Zinc contra el Virus Mosaico
del Tabaco en Capsicum annuum, ademas de dilucidar parte del mecanismo de las
NP-ZnO sobre el virus y proponer concentraciones eficaces de control sin causar
fitotoxicidad.

. ANTECEDENTES

Uno de los desafios mas dificiles en la produccién de los cultivos es la infeccidon
viral; esta representa una amenaza para la seguridad alimentaria humana debido a
gque carece de estrategias de control efectivas. Las interacciones entre las
nanoparticulas, los fitopatdgenos de plantas y las respuestas de las plantas han
atraido una atencion creciente para el estudio de la actividad antiviral (Cai et al.,
2019).

La influencia de las nanoparticulas en las plantas, respalda la idea de que las NP
pueden emplearse como una nueva estrategia antiviral en la agricultura. Cai y
colaboradores (2019), reportan que la aspersion diaria durante 12 dias con NP-ZnO
en plantas de tabaco inoculadas con TMV, inhibe marcadamente su replicacion

debido a la activacion del sistema de defensa de la planta.

Ghaffari y-colaboradores (2019) reportaron actividad antiviral post-infeccion en
células animales contra el virus de la influenza H1N1, usando nanoparticulas NP-
ZnO de forma esférica con un tamafio de 20nm a 50nm y, nanoparticulas
pegelizadas ZnO-PEG-NP con un tamafio de 16nm-20nm a concentraciones de 25,
75, 100, y 200 pg/mL. Sus resultados muestran que usando una concentracion de
75 pg/mL se observan tasas de inhibicién de 78.2% y 52.2% para ZnO-PEG-NP y
NP-ZnO respectivamente. Su estudio sugiere que las PEG-ZnO-NPs podrian ser un
agente antiviral novedoso, efectivo y prometedor contra la infeccidén por el virus de

la influenza HIN1.



Por otro lado, estudios similares usando otro tipo de nanoparticulas han sido
probados. Elbeshehy y colaboradores (2015), mostraron excelente actividad
antimicrobiana in vitro contra patégenos humanos y una considerable actividad
antiviral contra el Virus del Mosaico del Frijol Amarillo (BYMV) en Haba, usando NP-
Ag sintetizadas a partir de cepas bacterianas, con tamafio de particulas entre el
rango de 77-92 nm. Sus resultados sugieren que el tratamiento post-inoculo (es
decir, 24 horas después de la inoculacion) previenen todos los sintomas
destructivos causados por el virus, mientras que los sintomas débiles de BYMV se
observaron cuando las plantas fueron tratadas con NP-Ag simultdneamente con la

infeccion.

Sharma y colaboradores (2018), evaluaron las propiedades antivirales contra el
virus chikungunya, usando NP-Ag sintetizadas a partir de extractos de plantas de
Andrographis paniculata, Phyllanthus niruri 'y Tinospora cordifolia. Sus resultados
basados en ensayos de citotoxicidad en células Vero, revelaron que las NP-Ag de
A. paniculata fueron mas citotoxicos con un valor de dosis maxima no toxica (MNTD)
de 31.25 pg / mL seguido de P. niruri (MNTD, 125 ug/ mL) y NP-Ag de T. cordifolia
(MNTD), 250 ug / ml). El ensayo con NP-Ag de A. paniculata inhibieron el virus en

su totalidad.

La creciente evidencia cientifica, que muestran estos materiales a nanoescala con
importante actividad antiviral, representa una excelente oportunidad para el

desarrollo de nuevos materiales antivirales en la agricultura.

FUNDAMENTOS TEORICOS

Virus

Un virus es una entidad biolégica que es capaz de la proliferacion asistida dentro de
las células activas y la transmisién entre células y organismos. Un virus consiste en

una capa o capside de proteina que contiene material genético, ADN, ARN.



La cépside de proteina es una molécula multipropdsito que proporciona
simultaneamente estabilidad para proteger el genoma viral contra el ambiente
externo, asi como una nanoestructura dindmica que liberara el genoma después de
la infeccidn celular. La c4pside estd compuesta de decenas a cientos de copias de
oligbmeros de proteinas ensambladas en una estructura metaestable simétrica'y
tipicamente tiene forma icosaédrica (esférica) o helicoidal (tubular) con un diametro
en el rango de 20-200 nm. La metaestabilidad de la capside surge de los enlaces
de hidrégeno, interacciones electrostaticas y enlaces covalentes débiles
(disulfuros), que unen los oligdmeros. Bioldgicamente, el virus primero se une
especificamente a un receptor que tipicamente esta incrustado en la membrana
celular, como una glicoproteina, y permite la transferencia activa de los
componentes virales a la célula. Fisicoquimicamente, la superficie del virus tiende
a estar cargada negativamente e interactia predominantemente a traves de fuerzas
electrostaticas e hidréfobas. Esta descripcion fisica basica del virus guiara el
desarrollo de los principios fundamentales de disefio de NP para la eliminacion e

inactivacion viral (Vecitis, 2020).

Virus Mosaico del Tabaco

La particula de TMV-es una varilla helicoidal hueca y rigida, con dimensiones de
300 nm de largo, 18 nm de ancho y 4 nm de diametro interno; estd compuesto de
2130 subunidades proteicas idénticas ordenadas en una hélice. La composicién de
la particula es aproximadamente 95% de proteina y aproximadamente 5% de ARN.
Es una estructura extremadamente estable, se ha informado que retiene la
infectividad en extractos no estériles a temperatura ambiente durante al menos 50
afos. La estabilidad del ARN del TMV desnudo no es mayor que la de cualquier otro
ssRNA. Por lo tanto, la estabilidad del virus con respecto a la infectividad es una
consecuencia de las interacciones entre las subunidades proteicas vecinas y entre
la proteina y el ARN (Hull, 2014).



Compuestos antivirales

Los antivirales son compuestos utilizados desde la década de 1960 que pueden
obtenerse por sintesis quimica o aislarse de multiples fuentes como animales,
plantas, bacterias u hongos. Su funcién es interferir en el desarrollo del ciclo viral
sin dafar al huésped, debe de poder intervenir en al menos un paso-del ciclo viral,
gue son: 1) reconocimiento celular 2) Penetracién celular, 3) Liberacion del genoma
viral (desintegracion de la capside) 4) Replicacion viral (ADN/ARN) 5) Maduracion

(ensamblaje de aminoacidos) 6) Liberacion de la progenie (Villa et al., 2017).

Nanoparticulas

El tipo de nanomateriales mas estudiado es la nanoparticula, esto es en gran
medida debido a su facilidad y eficiencia de produccion a partir de una variedad de
materiales. Cuando se reduce a nivel nanoescala, el tamafo, la compaosicion y el
tipo de moléculas en la superficie de la particula constituyen una identidad sintética;
esto provoca propiedades distintas de las mismas moléculas en la macroescala. La
propiedad mas util es el aumento en el area superficial, ya que aumenta el nUmero
de atomos en la superficie del material lo cual produce mejores interacciones y
efectos cuanticos que pueden afectar la reactividad quimica y otros efectos fisico-
guimicos. Las caracteristicas mas relevantes en la interaccion NP-Virus y actividad

antimicrobiana son las siguientes:

Tamafo y concentracion de particula

Esta ampliamente aceptado que un menor tamafio de particula (mayor area
superficial) y mayor concentracién son responsables de la actividad antibacteriana
de las NP. Las NP se benefician de tener una dimensién similar o menor que el virus

objetivo debido a que permite una interaccion intima (Sirelkhatim et al., 2015).



Forma de particula

La actividad antimicrobiana de una nanoparticula dependiente de la forma, se
determina en términos del porcentaje de facetas activas en las NP. Las estructuras
de varilla tienen (111) y (100) facetas, mientras que las nanoestructuras esféricas
tienen principalmente (100) facetas. Las facetas con una alta densidad de atomos
de (111) exhiben una mayor actividad antimicrobiana. Por otro lado, las NP en forma
de varillas pueden atravesar mas facilmente las paredes celulares que las NP en
forma esférica (Sirelkhatim et al., 2015).

Carga superficial

Las NP deben disefiarse no solo para atraer virus a través de interacciones
electrostaticas o fuerzas de van der Waals, sino también para prevenir la auto-
agregacion. Por lo tanto, un NP con una carga muy positiva suficiente para atraer
virus electrostaticamente mientras se repele a si mismo al mismo tiempo, es una
caracteristica deseable. Una manera de obtenerlo seria disefiando una
nanoparticula con un alto punto isoeléctrico de modo que se cargue positivamente
a pH neutro (Vecitis, 2020).

Recubrimiento superficial

El disefio y la manipulacion de la quimica de la superficie de las NP a través de
recubrimientos superficiales ofrece un método racional para mejorar las
interacciones nanoparticula-virus. Las NP pueden recubrirse con un receptor celular
gue imite un oligosacérido reconocido por el virus, una amina organica o cualquier
nanomaterial que produzca propiedades de atraccion viral con el fin de lograr una

interaccion mas especifica de las NP-virus (Vecitis, 2020).



Mecanismo de accion de las NP-ZnO

Los distintivos mecanismos de actuacién antimicrobiana que se han propuesto en

la literatura se enumeran a continuacion:

1. Contacto directo de NP-ZnO con las paredes celulares: En bacterias Gram
positivas, los iones metalicos forman enlaces con los grupos fosfatos
presentes en la azlcar de los Liposacaridos de la membrana bacteriana; esta
interaccion por si misma modifica la integridad de la membrana provocando
su disrupcion y exposicion al medio circundante, en consecuencia, cesan sus
funciones vitales (Jacobson, 2015).

2. Liberacién de iones Zn?* antimicrobianos: El ZnO es una sustancia anfotera,
es decir, que puede reaccionar como un acido o como una base liberando
iones Zn?*; estos cationes forman enlaces con grupos aniénicos de
biomoléculas como son proteinas y azucares, presentes en la superficie
celular de patégenos como son bacterias, hongos y virus. Por lo tanto, la
actividad antimicrobiana del ZnO es directamente proporcional a la

capacidad de liberar iones Zn? (Siddigi et al., 2018).

Zn2+ + Biomolécula-> Complejo Zn-Biomolécula

3. Formacion de ROS: Cuando la interaccion o adhesion NP-virus ocurre, la
nanoparticula puede producir ROS localizadas; lo cual produce la
degradacion de los receptores de la capside viral, la estabilidad y perdida del
material genético. La produccion de ROS mediada por NP proporciona una

solucion de inactivacion viral permanente (Vecitis, 2020).

El mecanismo de toxicidad varia en funcion del medio, ya que las especies de Zn
disuelto, ademas de las propiedades fisicoquimicas de los NP-ZnO pueden cambiar

segun los componentes del medio (Sirelkhatim et al., 2015).



Actividad antioxidante

Los elementos ROS, son intermediarios importantes que se generan a partir de
procesos fisiolégicos incluida la fotosintesis, la respiracion y la sefializacion celular.
La concentracion de ROS dentro de las células esta regulada por enzimas, como
SOD, CAT y GPX; o de manera no ezimatica mendiante antioxidantes, incluidos el
GSH, vitamina A, vitamina C, complejo de vitamina E (a-tocoferol, tocotrienoles,
plastocromanol (PC) y sus derivados hidroxilados), fenoles, flavonoides,
carotenoides y antocianinas (Pérez-Labrada et al., 2020). Los elementos ROS
biol6gicamente significativos incluyen radicales libres como: oxigeno singlete (*O,),
ion superoxido (O2"), hidroxyl (HO"), hidroperoxilo (HO2"), carbonato (COs™), peroxilo
(RO2+), alcoxilo (ROe) y radicales de dioxido de carbono (CO2™); y de forma no
radicales, como peroxido de hidrégeno (H203), acido hipobromoso (HOBr), acido
hipocloroso (HOCI), ozono (O3), peroxidos organicos (ROOH) entre otros (Abdal et
al., 2017).

De manera general, Las plantas activan su sistema de defensa antioxidante para
mitigar los efectos adversos del estrés oxidativo. No obstante, la capacidad de
defensa antioxidante depende de varios factores que incluyen la especie vegetal, la
edad fisioldgica, la tolerancia o sensibilidad en las plantas, asi como del tipo de

estrés y duracion del' mismo (Rivero-Montejo et al., 2021).

En las plantas, la enzima SOD esta relacionada directamente con el estrés, la cual
inicia la primera linea de defensa convirtiendo el ion Oz en H202; al disminuir el ion
superéxido también diminuye la posibilidad de formacién del -OH mediante la
reaccion Haber-Weiss (Pérez-Labrada et al., 2020). En el sistema de defensa
antioxidante enzimatico, CAT es una enzima tetramérica que convierte 26 millones
de moléculas de H202 en H20 en 1 minuto; mientras que POD oxida principalmente
el PhOH para producir el radical fenoxilo (PhO¢), mas comiunmente conocido como
Qa, donde el H20, acepta electrones y se convierte en H20. (Hasanuzzaman et al.,
2020).

10



Antioxidantes Reaccién catalizada Sitios de reaccidn catalitica

SOD 2 0"+ 2H* 202 + H202 Cloroplasto, peroxisomas,
citosol, mitocondria, apoplasto.
CAT 2 H02> 2 H0 + O2 Peroxisomas.
POD 2PhOH + H202 > 2PhO- + 2 H,O  Pared celular, apoplasto,
vacuola.

Actividad depuradora contra ciertos tipos de radicales libres o ROS

Las actividades antioxidantes se expresan como la inhibicion de la oxidacion
mediada por ROS; o equivalentes de un antioxidante de referencia seleccionado
como trolox, acido ascérbico u otro compuesto dependiendo de las reacciones
guimicas involucradas, estos ensayos se dividen en dos categorias 1) ensayos
basados en lareaccion de transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y 2) ensayos
basados en la reaccidn de transferencia de un solo electron (ET). Los ensayos
guimicos para la medicion de la actividad antioxidante son simples, rapidos y
usualmente automatizados, y se usan ampliamente en la seleccion y evaluacion
inicial de nuevos compuestos antioxidantes o extractos de productos/subproductos
(Zhong and Shahidi, 2015).

DPPH™ (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging)

DPPH es un radical cromogeno estable con un color violeta intenso. Este ensayo
se basa en la donacién de electrones de antioxidantes para neutralizar el radical
DPPH, que se acompafia de un cambio de color que se mide a 517 nm; la
decoloracion actta como un indicador de la eficacia antioxidante y se puede
informar como ECsp, que se define como la concentracion del antioxidante necesaria
para disminuir la concentracion inicial de DPPH en un 50% (Zhong and Shahidi,
2015).
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Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC)

El ensayo TEAC se desarroll6 por primera vez como un método simple y
conveniente para la determinacion de la capacidad antioxidante total. El ensayo
mide la capacidad de los antioxidantes para eliminar el cation radical estable ABTS™
(2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)). Los antioxidantes pueden
neutralizar el cation radical ABTS™, un cromdforo azul verdoso con absorcion
maxima a 734 nm generado a partir de ABTS; ya sea por reduccion directa por
donaciéon de electrones o por extincion de radicales por donacién de atomos de
hidrogeno, y el equilibrio de estos dos mecanismos generalmente estd determinado
por la estructura antioxidante y el pH del medio. Los resultados obtenidos mediante
el ensayo TEAC se informan como equivalentes ‘de trolox (Zhong and Shahidi,
2015).

[I. HIPOTESIS

La aplicaciéon de NP-ZnO en plantas puede inhibir los sintomas causados por TMV
sin afectar otras variables fenoldgicas involucradas; esto probablemente ocurra
debido a la capacidad de las NP-ZnO para formar un complejo sobre las
subunidades estructurales de la capside del virién y por tanto su inhibicion se

manifiesta de manera significativa en relacion al manejo convencional.

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la utilizacion de NP-ZnO como manejo del TMV en plantas de chile
reduce significativamente los sintomas en comparacion al manejo convencional;
adicionalmente evaluar los efectos de la aplicacion de las nanoparticulas en

variables fenolégicas de la planta.

Objetivos particulares
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1. Medir las variables fenoldgicas para determinar el efecto de las NP-ZnO
sobre el desarrollo de plantas de chile jalapefio (Capsicum annum.).

2. Evaluar la carga relativa viral asociadas a la actividad del TMV; la sanidad
en plantas de chile jalapefio para determinar el efecto inhibidor de las NP-
ZnO sobre el sindrome de TMV y, elucidar parte del mecanismo de accion
de las NP-ZnO sobre el TMV a través de ensayos enzimaticos y actividad

antioxidante.

V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas

Las NP-ZnO se sintetizaron bajo un enfoque de método quimico; en el cual se
disolvieron 0,675 g de acetato deshidratado de zinc Zn(CH3CO>) en un vaso de
precipitado con 50 mL de agua desionizada; una vez disuelto, se diluyé con 200 ml
de agua desionizada y luego-se adicionaron lentamente 50 ml de NaOH 0.1 M.
Finalmente, se aforo la preparacion hasta 1 L. La determinacion del tamafio y la
forma de las NP se realizo en CFATA; usando un Microscopio Electronico de Barrido
de Alta Resolucion marca HITACHI modelo SU8230.

V.2 Condiciones de crecimiento de las plantas y tratamientos utilizados de
NP

Se utilizo semilla de chile jalapefio variedad Don Pancho del INIFAP, la cual se
germind en sustrato peat moss con un regimen de riego con solucién steiner al 20%
hasta un 40% antes del trasplante. Las plantas se mantuvieron bajo condiciones
protegidas con temperaturas y humedad relativa promedio de 21°C y 63%
respectivamente. El trasplante se realizd 41 dias después de la germinacién, se

utilizé una mezcla de tezontle: humus: suelo vertisol; en una relacién 2:2:5 en bolsas
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negra con capacidad de 9L, el esquema de riego en ese momento fue 50% con

asenciones graduales hasta un 100% de solucion Steiner, pH = 6.3.

El disefio experimental fue completamente al azar con 5 tratamientos y unidad
experimental de 4 plantas. Los experimentos se separaron en dos grupos: el grupo
pre-inéculo donde las plantas fueron tratadas antes de la infeccion y; el grupo post-
in6culo donde las plantas fueron tratadas después de la infeccién. La aplicacion de
tratamientos para ambos grupos fueron de 3 eventos con intervalos de separacion
de 72 h por evento; los tratamientos y controles usados fueran los siguientes:

T1=0 pg/L de NP-ZnO con Inoculo TMV.

T2=50 pg/L NP-ZnO con Inoculo TMV;

T3 =100 pg/L de NP-ZnO con Inoculo TMV;

T4 =150 pg/L NP-ZnO con Inoculo TMV;

T5 =200 pg/L NP-ZnO con Inoculo TMV;

T6= Agua sin inoculo TMV (Control negativo);

T7= 200 pg/L NP-ZnO sin inoculo TMV (control negativo);

T8=inoculo TMV (control positivo).

El control negativo de agua consistié en 10 plantas mientras que el control negativo
con nanoparticulas y el control positivo fue de 8 plantas. Finalmente la preparacion
de soluciones se realiz6 a partir de la solucion madre de 250 mg/L NP-ZnO, donde
se utilizé la ecuacion de diluciones Ci1V:1 = CzV2, siendo C concentracion y V
volumen de cada solucion respectivamente. Un ejemplo del calculo para hacer 5L

del tratamiento 4 se muestra a continuacion:

14



CiV1=CaV2 (Ec. 1)
(250 mg/L) Vx= (150 png/L)(5L)

10010Lml )

(250%%) (10 g)

Vx=3 mL

) 15055 5L) (

X

V.3 Medicién de variables y toma de muestra

Las variables explicativas ordinales referente a la planta, se midieron semanalmente
contando el nimero de hojas, flores, frutos y midiendo la altura y el diametro del

tallo una vez iniciados los experimentos hasta la duracion de los mismos.

Las variable cualitativa nominal tomada fue la escala de sanidad adaptada de

Torres-Pacheco (1997), la cual consistio en 5 niveles que fueron los siguientes:

1. Sin dafio aparente, no hay presencia de mosaico (planta sana).

2. Dafio tenue Aparicion de manchas de color verde amarillento (mosaico) en
2-4 hojas.

3. Dafo moderado con aparicion de hojas rizadas.

4. Dafio alarmante de 50 a 80% con presencia de aborto de flores y atrofio del
crecimiento .

5. ‘Dafo severo con aparacion de necrosis en hojas, aborto de flores y

defoliacion.

La toma de muestra se realizo 20 dias después de la infeccion y aplicacion de
tratamientos. El cual consisti6 en cortar muestras de hojas de la parte superior e
inferior de 2 plantas diferentes por cada tratamiento, las cuales se colocaron dentro

de papel aluminio y se sumergieron en nitrdgeno liquido para su preservacion;
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posteriormente se resguardaron en bolsas ziploc y se mantuvieron con hielo seco
hasta su traslado y almacenamiento en el ultracongelador del laboratorio A4 del

campus amazcala.

V.4 Inoculacién del TMV

La muestra de TMV fue proporcionada por la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM), Recinto Iztacala. Para asegurar la suficiente cantidad de in6culo
en los experimentos, primero se propag6 el inoculo atraves de plantulas de tabaco,
las cuales se inocularon con el extracto de TMV; éste Gltimo se prepard en una
proporcion 1:10 con buffer de extraccion general (GEB) del kit DAS-ELISA Agdia.
La infeccion de los experimentos se realizo usando un hisopo con carborundum 100
por frotacion mecanica sobre las hojas de plantulas de chile con 6 hojas verdaderas
(Dijkstra and De Jager, 1998).

V.5 Actividad enzimética y capacidad antioxidante

V.5.1 Preparacion del extracto enzimatico

La muestra de tejido sintomatico se homogeneizo en mortero con nitrégeno liquido
para cada tratamiento; se pesdé aproximadamente 300 mg de muestra
homogeneizada en viales ependorf previamente tarados y se adicion6 2mL de buffer
de extraccion Fosfato de Potasio 0.05 M, pH 7.8 a 4 °C (se mezclé 0.7054 g de
fosfato de potasio monobasico y 3.46 g de fosfato de potasio dibasico en 150 mL de
agua destilada. Finalemente se ajusto el pH a 7.8 y se aforé a un volumen final de
250 mL con agua destilada), enseguida se agitdé en vortex durante 2 minutos y se
centrifugé la mezcla a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C. Finalmente se separo el
sobrenadante (extracto enzimatico) y se almaceno a 4 °C hasta su analisis (Toscano
et al., 2018).
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V.5.2 Cuantificaciéon de Proteina

La cuantificacion de proteina se determiné de acuerdo al método reportado por
Bradford  (1976). La concentracion de  proteina se  determind
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 595 nm por la cuantificacién
del complejo azul brillante de Coomasie G-250 con la proteina de la muestra. Las

soluciones utilizadas fueron las siguientes:

Soluciéon Stock de albumina de suero bovino (20 mg/mL). Reactivo Thermo
Scientific
Reactivo Bradford Reactivo Thermo Scientific

Curva de calibracion

La curva patron se realizo a partir de la solucion stock de albumina a 20 mg/mL, con
la cual se prepar6 650 uL de ladilucién a 1.4 mg/mL. De esta Ultima se tomaron los
voliumenes de 28.6 pL, 85.7 uL, 114.3 pL, 142.9 pL los cuales se aforaron a un
volumen final de 200 pL con buffer de extraccién Fosfato de Potasio 0.05 M, pH 7.8.
Las concentraciones-finales fueron de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, y 1 mg/mL de proteina
estandar respectivamente. La produccion del complejo azul brillante se desarolla
con la adicién del reactivo de Bradford bajo la relacion de una parte de proteina por
30 partes.de reactivo Bradford, de tal modo que se tomé un volumen de 50 uL por
triplicado de cada solucion de proteina estandar y se adiciond 1.5 mL de reactivo
bradford, se agito y se dejé reposar en oscuridad durante 20 minutos. Finalmente
se tomo la absorbancia a 595 nm. El blanco de reaccion se midié con 1.5 mL de

buffer de extraccion de fosfatos.
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Procedimiento en celda

Se coloraron 50 pL de extracto enzimatico (ver V.4.1) con 1.5 mL de reactivo de
Bradford (previamente aclimatado a temperatura ambiente) en viales ependorf de
2mL correctamente etiquetados, enseguida se agitd en vortex durante 30 segundos.
Se dejaron reposar en la oscuridad durante 20 minutos (desarrollo de color azul) y
se midio la absorbancia en el espectrofotometro X modelo Y. El blanco de reaccion
utilizado fue buffer de fosfatos. La cuantificacion de proteina en.la muestra se

calcul6 a partir de la ecuacion de regresion lineal de la curva patrén.

V.5.3 Actividad de Fenilalanina-amonio liasa (PAL)

Se determiné la actividad de PAL (Fenilalanina-amonio liasa, por sus siglas en
inglés) de acuerdo al método reportado por Toscano et al. (2018), con
modificaciones. La actividad de PAL se determina espectrofotométricamente a una
lonfitud de onda de 290 nm por la cuantificacion de acido cinamico formado a partir

de la catalisis de L-fenilalanina.
L-Fenilalanina — Acido cinamico

(Sustrato) (Producto)

Las soluciones utilizadas fueron las siguientes:

Bufer dereaccion (Borato 0.1 M, L-Fenilalanina 10 mM, pH 8.8). Se mezclo 0.451
g de &cido borico, 1.029 g de borato de sodio y 0.1652 g de L-Fenilalanina en 60
mL de agua destilada; posteriormente se ajusto el pH a 8.8 (con &cido o base, segin
corresponda). Finalmente se aforé a 100 mL con agua destilada.

Solucién de acido clorhidrico (HCI) 1IN. En un matraz aforado de 100 ml, se

colocd 20 mL de agua destilada y se afiadié 8.3 mL de HCI (por las paredes del
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matraz con precaucion), finalmente se aforé a un volumen final de 100 mL con agua
destilada.

Solucion Stock de acido cinamico (20 mg/mL). Se disolvi6 0.5 g de acido
cinamico en 15 mL de etanol, se afor6é con agua destilada hasta un volumen final de
25mL.

Curva de calibracion

La curva patrén se realizd a partir de la solucion stock de acido cindmico a 20
mg/mL; de ésta se tomaron los voliumenes de 200, 400, 600, 800, 1000 y 1200 pL
los cuales se aforaron a un volumen final de 2000 pL con mezcla etanol-agua
(1.5:1). Las concentraciones finales fueron de 2, 4, 6, 8, 10 y 12 mg/mL. Finalmente
se tom¢ la absorbancia a una longitud de onda de 340nm; el blanco de reaccion se

midi6 con 1.5 mL de la solucién etanol-agua.

Procedimiento en celda

Se colocaron 1.15 mL de buffer de reaccién y se anadié 100 yuL de extracto
enzimatico en viales ependorf de 2 mL, enseguida se prepar6 un bafio maria a 40
°C donde se incubaron los viales durante 60 minutos. Después del tiempo de
incubacion se afadié 0.5 mL de HCI 1N para detener la reaccion y se dejo reposar
durante 10 minutos. Finalmente se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de
340 nm; el blanco de reaccion se midio con 1.5 mL de buffer de reaccién de Borato
0.1 M, L-Fenilalanina 10 mM, pH 8.8. La actividad de PAL en la muestra se calculd

a partir de la ecuacion de regresion lineal de la curva patron.

19



V.5.4 Actividad de Superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se determiné de acuerdo al método reportado por Hayat et al.
(2018). La actividad se mide espectrofotométricamente a una longitud de onda de
560 nm por la inhibicién de la reduccion de nitroazul de tetrazolio.

2 027> 02 + H2O2
(Sustrato) (Producto)

Las soluciones utilizadas fueron las siguientes:

Buffer de reaccion (Fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.8). Se mezclé 0.7054 g de
fosfato de potasio monobasico y 3.46 g de fosfato de potasio dibasico en 150 mL de
agua destilada; enseguida se ajusto el pH a 7.8 (con acido o base, segun sea el
caso) y finalmente se afor6 a un volumen final de 250 mL con agua destilada.
Solucién de EDTA-Na2 0.1 mM. Se.disolvio 3.72 mg en 60 mL de agua destilada
y se aford a un volumen final de 100 mL.

Solucién de Metionina 0.13 M. Se disolvié 1.94 g de metionina en 60 mL de agua
destilada y se afor6 a un volumen final de 100 mL.

Solucién de NBT 0.75 mM. Se disolvio 61.3 mg de NBT en 60 mL de agua destilada
y se aforé a un volumen final de 100 mL. Se almacenoé en frasco ambar a 4 °C.
Solucién de Riboflavina 0.02 mM. Se disolvié 1. 88 mg de metionina en 150 mL
de agua destilada y se aforé a un volumen final de 250 mL. Se almacené en frasco

ambar a 4 °C.
Procedimiento en celda
Se colocaron 1.5 mL de buffer de reaccién en un tubo de ensayo y se afiadi6 300

uL de EDTA-Na2 0.1 mM, 300 pL de Metionina 0.13 M, 300 uL de NBT 0.75 mM,
300 uL de Riboflavina, 250 uL de agua destilada y 50 pL del extracto enzimatico.
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Enseguida se mezcl6 por inversion de tubos y se expusieron a luz fluorescente
durante 30 min (desarrollo de color). Finalmente se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 560 nm; el blanco de reaccion se prepard con todos los
reactivos excepto el extracto enzimatico el cual se sustituyé por agua destilada. La
cuantificacion de las unidades enzimaticas de SOD se calcularon utilizando-la

siguiente ecuacion:

% inhibicion = (1 — %) x 100 (Ec. 2)

Donde

A = Absorbancia de la muestra.
B = Absorbancia del blanco de reaccion.
A partir de la curva de inhibicion de reduccion se NBT vs actividad de SOD se
obtiene la siguiente ecuacion:

y = 8.6026 In (x) + 55.836 (Ec. 3)
Donde

y = % inhibicién
x = Actividad de SOD (U/mL)

Despejando x

y—55.836)

X = e( 8.6026 (EC. 4)

Sustituir (y) por la absorbancia de la muestra para obtener la actividad de SOD (x)
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V.5.5 Actividad de Catalasa (CAT)

Se determind la actividad de CAT de acuerdo al método reportado por Afiyanti &
Chen (2014) con modificaciones. CAT se determina espectrofotométricamente a
una longitud de onda de 240nm por la cuantificacién de peréxido de hidrégeno

catalizado.

Peroxido de hidrogeno (H20.) > Agua (H20)
(Sustrato) - (Producto)

Las soluciones utilizadas fueron las siguientes:

Buffer de reaccién (Fosfato de potasio 50 mM, pH 8.0). Se mezclé 0.0965 g de
fosfato de potasio monobasico y 0.749 g de fosfato de potasio dibasico en 60 mL de
agua destilada. Finalemnte se ajusté el pH a 8.0 (con acido o base, segun sea el
caso) y se aforo a un volumen final de 100 mL con agua destilada.

Solucién de H,0, 100 mM. Se tomd 566 L de peroxido de hidrogeno al 50% y se
aforo a 100 mL con agua destilada. Esta solucion se prepard con unos minutos de

anticipacion a su uso.

Procedimiento en celda

Se colocaron 2 mL del buffer de reaccién y 200 uL de la solucién de perdxido de
hidrogeno en una celda de cuarzo, enseguida se afiadi6 100 pL del extracto
enzimatico, se agitd y se midié el cambio de absorbancia a una longitud de onda
de 240 nm durante 10 segundos el primer minuto y posteriormente cada minuto
hasta completar 6 minutos. Las unidades enzimaticas de CAT se calcularon con la

siguiente ecuacion:
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_ (AM240nm)(Ve)(FD)
U= = (Ec.5)

AA,,0nm = Direncia entre la Absorbancia final (min 6) — Absorbancia inicial (min 1)
V; = Volumen total de esnayo en mL

V, = Volumen del extracto enzimatico en mL

€ = coeficiente de extracciéon molar de H,0,(0.0394 ——)
mcm

l = Longitud de la celda en cm.

FD = Factor de dilucion
V.5.6 Actividad de Peroxidasa (POD)

La actividad de POD se midi6 espectrofotométricamente usando el Kit de ensayo
Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase. El reactivo Amplex® Red (10-acetil-
3,7-dihidroxifenoxazina) en combinacion con peroxidasa de rabano (HRP), se ha
utilizado para detectar el H2O.. En presencia de peroxidasa, el reactivo Amplex®
Red reacciona con H>O. en una estequiometria 1:1 para producir el producto de

oxidacion rojo fluorescente, resorufina.
Las soluciones stock utilizadas fueron las siguientes:

Buffer.de reaccidon 1X se mezcld 4 mL de buffer de reaccion 5X (vial tapa blanca)
con 16 mL de agua desionizada. Los 20 mL preparados son suficientes para realizar
100 ensayos y soluciones stock.

Solucién stock 10 U/mL Horseradish Peroxidase (HRP) se disolvié el contenido
de HRP (vial tapa amarilla) en 1mL de buffer de reaccién 1X. El resto de stock se
dividi6 en viales ependorf con 1mL cada uno y se almacené a -20°C.

Solucién Amplex® Red 10 mM los reactivos Amplex® Red (vial tapa azul) y DMSO

(vial tapa verde) se aclimataron a temperatura ambiente antes de mezclarse y deben
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usarse el mismo dia de su preparacion. Enseguida se mezclé el contenido del vial
azul con 60 pL de DMSO, ésta solucidn es sufienciente para realizar 100 ensayos.
Solucion de H,O, 20 mM se diluyd 22.7 pL de la solucion stock de H>O2 0.88 M
(3%) en 977 uL de buffer de reaccion 1X. Esta solucién es poco estable, razon por
la cual debe prepararse poco antes de su uso para evitar su degradacion.
Solucién de trabajo 100 uM Amplex® Red - 2 mM H,0, se mezclé 50 uL de la
solucion Amplex® Red 10 mM, 500 yL de H>O2 20 mM y 4.45 mL de buffer de
reaccion 1X.

Curva de calibracion

La curva patron se realizé a partir de la solucion-stock 10 U/mL HRP, de la cual se
tomo 1 pL y se agrearon 999 pL del buffer de reaccion 1X en un vial ependorf para
obtener una concentracion de 10 mU/mL. De ésta ultima solucion se tomaron los
volumenes 6, 12, 20, 26, 32, 40 uL los cuales se diluyeron con buffer de reaccion
1X a un volumen final de 200 pL para obtener las concentraciones finales de 0.3,
0.6, 1, 1.3, 1.6 y 2 mU/mL respectivamente. Enseguida se colocaron por triplicado
50 uL de cada solucién estandar y 50 yL de la solucion de trabajo 100 yM Amplex®
Red - 2 mM H20., en diferentes celdas de reaccion de una microplaca de polietireno.
Finalmente se-incubo bajo oscuridad durante 30 minutos y se tomaron las
absorbancias en un espectrofotdmetro Thermo Scientific MULTISKAN GO a una

longitud de onda de 560 nm.

Procedimiento en microplaca

se mezclé 1.1 pL del extracto enzimatico y 48.9 uL del buffer de reaccion (dilucion
adecuada para evitar la oxidacion de resorufin a resazurin) en celdas individuales
de una microplaca de polietireno, enseguida se adicion6 50 pL de la solucién de
trabajo 100 pM Amplex® Red - 2 mM H20: y se dejo incubar bajo oscuridad durante

30 minutos (desarrollo de color rojo); finalmente se leyo la absorbancia a una
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longitud de onda de 560 nm. El control negativo se realiz6 con 50 yL de buffer de

reaccion 1X, mientras que el control positivo se realizé con 50 uL de HRP 2 mU/mL.

V.5.7 Preparacion del extracto metanolico

El extracto para la medicion de actividad antioxidante se prepar6é homogeneizando
el tejido sintomético en mortero con nitrégeno liquido, enseguida se pesaron 9 mg
de muestra homogénea y se adicion6 15 mL de metanol en un tubo de ensayo. La
extraccion se mantuvo bajo oscuridad y en agitacion durante 24 horas.

V.5.8 Actividad de eliminacion de radicales DPPH- (DRSA)

La determinacion de DRSA se realizé de acuerdo al método de Chen et al. (2012)
con modificaciones. Se mezclé 0.5 mL del extracto metanolico (ver V.4.7) y 0.5 mL
del radical DPPHe- 0.1 mmol/L (se pes6 3.94 mg y se aforé a 100 mL con metanol),
se agitdo vigorosamente y se dejé incubar en oscuridad durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se tomo la absorbancia a una longitud de onda
de 515 nm; el blanco de reaccion fue metanol y el control agua destilada. El % DRSA

se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% ARSA = [1 - (Amuestra - Ablanco)/Acontrol)] x 100 (EC- 6)
Curva de calibracion
V.5.9 Actividad de eliminacion de radicales ABTS-* (ARSA)
La determinacion de ARSA se realizé de acuerdo al método de Re et al. (1999) con
modificaciones. El radical ABTS<+ se gener6 mezclando la solucion stock de ABTS
7 mmol/L con persulfato de potasio 2.45 mmol /L bajo oscuridad (generacion del

radical ABTS++ ) 12 horas previo al analisis. Enseguida se diluy6 la solucién ABTS«+

25



en buffer de fosfato salino (PBS) a 0.15 M/L, pH 7.4 hasta obtener una lectura de
0.7 Abs a una longitud de onda de 734 nm. Posteriormente se mezclaron 3 mL de
ésta ultima solucion con 150 uL del extracto metandlico (ver V.4.7) en una celda de
vidrio, finlamente se midi6 el cambio de absorbancia a una longitud de onda de 734
nm cada minuto durante 6 minutos. El blanco de reaccion utilizado fue PBS y el

control agua destilada. El % ARSA se calcul6 de acuerdo la siguiente ecuacion (6).

V.6 Carga relativa viral

Para confirmar indirectamente la tasa de inhibicion de TMV, se utiliz6 el kit
PathoScreen para TMV de Agdia DAS-ELISA para cuantificar la acumulacién de
antigeno viral. La prueba “double-antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent

assay” por sus siglas en inglés DAS-ELISA consistié en los siguientes pasos:

1. Adicién del anticuerpo se requieren 10 mL de anticuerpo de captura para
la utilizacion completa de la microplaca (96 celdas de reaccion); éste se
preparé diluyendo 0.1 mL de anticuerpo con 9.9 mL del buffer de
recubrimiento de carbonato (CAB) (mezclar 1 mL de CAB con 9 mL de agua
destilada). Enseguida 100 uL de anticuerpo fue colocado en cada celda de
reaccion de la microplaca de polietireno y se dejé incubar dentro de un
refractario humedo durante 4 horas o bien a 4°C durante la noche.

2. Adicion del antigeno después del tiempo de incubacion se vacid la
microplaca y se lavo 3 veces con buffer de lavado PBST (disolver 5g en 500
mL de agua destilada), lista la microplaca, se colocaron 100 uL de los
controles del kit recién preparados, 100 uL del extracto de cada muestra
(antigeno) y controles del experimento en diferente celda de reaccion. Los
extractos y controles se preparan homogeneizado el tejido sintoméatico a
través de trituracion con nitrégeno liquido; se pes6 30 mg muestra
homogeneizada y se macer6 con 300 uL de GEB (Mezclar 10 g Tween 20 +

16.5 g de GEB + 500mL agua destilada), enseguida se recolectd el extracto
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en viales ependorf y se mantuvieron en hielo hasta completar todas las
maceraciones. Una vez dispuestos los volumenes se dejo incubar la
microplaca dentro de un refractario hUmedo durante 2 horas o bien a 4°C
durante la noche.

. Adicién de la enzima conjugada (doble sandwich) se requieren 10 mL de
enzima fosfatasa alcalina para la utilizacién completa de la microplaca (96
celdas de reaccion); ésta se preparo diluyendo 0.1 mL de enzima con 9.9 mL
del buffer ECI (mezclar 2 mL de 5x Buffer ECI con 8 mL de agua destilada).
Después del tiempo de incubacién con el antigeno, se vacio la microplaca y
se lavo 8 veces con buffer de lavado PBST, enseguida 100 uL de enzima fue
colocada en cada celda de reaccion de la microplaca de polietireno y se dejo
incubar dentro de un refractario humedo durante 2 horas a temperatura
ambiente.

. Adicion del sustrato el sustrato PNP es el croméforo que confiere el color
amarillo en la reaccion positiva a TMV. Por esta razon, la cantidad de color
producida es proporcional a la cantidad de antigeno unido al anticuerpo. La
preparacion del sustrato PNP se realiza 5 minutos antes de su uso para evitar
su degracion por-exposicion con la luz; éste se prepar6 mezclando una
tableta de 5 mg PNP con 5 mL de agua destilada en un tubo de ensayo
recubierto con papel aluminio. Después del tiempo de incubacion con la
enzima, se vacio la microplaca y se lavo 8 veces con buffer de lavado PBST,
enseguida 100 uL de sustrado se colocé en cada celda de reaccion de la
microplaca y se dejé incubar durante 1 hora a temperatura ambiente y bajo
condiciones de oscuridad.

. Curvade calibracion la preparacién de la curva patron se realiz6 a partir del
control positivo de TMV del Kit Adgia con concentracion de 1 mg/mL. Se
colocaron los volumenes de 10, 30, 50, 60, 70, 80 y 90 uL del control y se
llevo a un volumen final de 100 uL con agua destilada para obetener las
concentraciones de 0.1, 0.3, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 mg/mL respectivamente.

La medicion del color se realizO por espectrofotometria usando un
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espectrofotometro Thermo Scientific MULTISKAN GO, modelo SN 1510-
02385C a una longitud de onda de 405 nm.

V.7 Anédlisis estadistico

Los datos recabados para cada variable se ajustaron a una distribucién normal
mediante la prueba de bondad de ajuste Anderson-Darling (Anderson & Darling,
1954). La significancia estadistica para las variables con ajuste normal se determiné
mediante ANOVA de un factor seguida de la prueba Tukey a 0.05, mientras que la
significancia estadistica para las variables con ajuste anormal se determiné
mediante pruebas no paramétricas de Kruskall Wallis post hoc Games Howell a
0.05 (ver Tabla 1). Las pruebas se realizaron usando los paquetes estadisticos JMP
Pro 15 y SPSSStatistics.

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1 Caracterizacion de NP-ZnO

Las imagenes por SEM de las NP-ZnO se muestran en la Figura 1. Se observa que
la forma que tienen las NP de estudio son de tipo nanoflores o nanoestrellas. Para
la evaluacion del tamafio; se uso el programa Image J de procesamiento de imagen
del cual se determiné la media de disintas y aleatorias medidas de los“bastones”
tipo lamina que se observa en la imagen 1. Los resultados de la medida promedio
de las laminas se muestran en la tabla 1, de la cual se obtiene un promedio para el

largo es de 84+10 nm hasta 153+12 nm mientras que para el ancho es 23+4 nm

hasta 45+5 nm.
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7
PROMEDIO
Desviacion
estandar

LARGO
(nm)
81.348
86.015
81.124
97.739
78.75
93.983
67.891
83.84
9.96

ANCHO
(nm)
20.337
31.235
21.837
19.513
21.072
21.187
22.63
22.54
3.96

LARGO
(nm)
160.845
160.845
146.003
159.706
131.345
161.23

153.33
12.27

ANCHO
(nm)
42.361
40.494
47.849
49.251
38.697
49.376

44.67
4.73

Tabla 1. RESULTADOS DEL TAMANO DE NP-ZnO. Resultados del procesamiento
de imagen de las medidas del largo y ancho para diferentes bastones de NP-ZnO.

El tamafio promedio de las nanoestrellas de NP-ZnO estan en el rango de los

micrometros, no obstante, la unidad estructural dispuesta a manera de bastones

esta en la escala nanométrica, con porosidad textural que resulta util en procesos

de adsorcion con otras particulas del medio circundante. Finalmente, la obtencion

de éstos resultados son debidos, posiblemente, a las modificaciones en la sintesis

original estandarizada por la Facultad de Ingenieria, campus Aeropuerto, donde el

cambio del solvente alcoholico por agua asi como el cambio de temperaturas frias

a temperatura ambiente; pudieron influir en la obtencidén de microparticulas en lugar

de nanoparticulas.
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Zn0_AN 16.01 16 mm 00k SE(U) Oum
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ZnQ_AN 1.0kV 0.9mm x15.0k SE(U) ; ZnQ_AN 1.0kV 0.9mm x80.0k SE(U)

Imagen 1. Imagenes de la microscopia electronica de barrido de las NP-ZnO utilizadas.
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VI. 2 Normalidad de variables

La evaluacion de la distribucion normal para las variables explicativas se muestran
en la Tabla 2. Las variables con distribucion en forma de campana de Gauss
(normal) para el experimento preinoculo son: carga viral, nUmero de hojas y ndmero
de flores; mientras que las variables normales para el experimento. postinéculo
fueron: carga viral, altura y namero de flores. El resto de las variables explicativas
no se ajustan a una distribucion normal, razén por la cual fue necesario el uso de
analisis no paramétricos Kruskall Wallis; los cuales usan los rangos en lugar de la
media como requiere ANOVA, para encontrar apropiadamente las diferencias. La
prueba post hoc de Games Howell es la mas utilizada para encontrar las diferencias

entre tratamientos, analoga a la prueba Tukey.

Preinoculo Postindculo
Variable Prueba de
bondad de I Prueba de bondad I
. Andlisis . Andlisis
gjuste estadistico de ajuste estadistico
Anderson- Anderson-Darling
Darling
. Kruskall Wallis — Kruskall Wallis —
Sanidad No Normal Games Howell No Normal Games-Howell
Carga viral Normal ANOVA - Tukey Normal ANOVA - Tukey
Kruskall Wallis —
Altura No Normal Games Howell Normal ANOVA - Tukey
.. Kruskall Wallis — Kruskall Wallis —
Diametro No Normal Games Howell No Normal Games-Howell
\ Kruskall Wallis —
Hojas Normal ANOVA - Tukey No Normal Games-Howell
Flores Normal ANOVA - Tukey Normal ANOVA - Tukey
Kruskall Wallis — Kruskall Wallis —
Frutos No Normal Games Howell No Normal Games-Howell
Largo Normal ANOVA - Tukey Normal ANOVA - Tukey
Ancho No normal Kruskall Wallis — No normal Kruskall Wallis —
Games-Howell Games-Howell
Peso No normal Kruskall Wallis — No normal Kruskall Wallis —
Games-Howell Games-Howell

Tabla 2. Resultados de la distribucién de ajuste normal de las variables explicativas de estudio.



VI.3 Evalucidn de las NP en la planta

El adecuado manejo agrondmico en los cultivos permite lograr el maximo desarrollo
de altura, area foliar, flores, frutos entre otras caracteristicas fisiologicas; aunado a
esto, la planta presenta la mejor condicién contra el ataque por patégenos, sin
embargo, la perdida de produccién por enfermedades virales en chile puede ocurrir
aun teniendo no tan malos esenarios. Por otro lado, para evaluar la estrategia de
manejo de TMV con NP-ZnO, éstos materiales deben garantizar ser bioseguros y
presentar el minimo o nulo efecto adverso sobre las plantas. La evaluacion de dicho
efecto de la aplicacién de NP-ZnO sobre cada variable explicativa sera descrito a

continuacion:

VI.3.1 Altura

La variable altura del experimento preindculo no presentod diferencias significativas
entre tratamientos y controles (ver Tabla 3); los resultados sugieren que la
aplicacion foliar con NP-ZnO. antes de la inoculacion del virus no afecta el
crecimiento de las plantas. El grafico 1, muestra la significancia estadistica de los
tratamientos y controles para el experimento de postinéculo. Los resultados sefialan
gue el control negativo con agua presentaron la mayor altura seguido del control
negativo con NP; éstos dos grupos son estadisticamente distintos entre ellos y los
tratamientos. Entre tratamientos no hay diferencias signiticativas, lo que es igual a
gue crecen similarmente entre ellos e igual al TMV y control con NP, con la
excepcion del T5 que es el tratamiento con menor altura. Los resultados sugieren
que la aplicacion con 200 ug/mL después de la infeccion viral puede comprometer

el crecimiento de las plantas.
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Gréfico 1. Resultados de la variable altura para los experimentos preinéculo, posindculo y
controles. Preinéculo = 72h antes de la inoculacion; Postinéculo = 72 h después de la
inoculacion; Agua = Control negativo con agua; NP = Control con 200 pg/mL NP-ZnO'y
TMV = Control positivo con TMV (sin NP).

VI1.3.2 Diametro

La variable diametro del experimento preinéculo no presenté diferencias
significativas entre tratamientos y controles (ver Tabla 3); los resultados sugieren
gue la aplicacion foliar con NP-ZnO antes de la inoculacion del virus no afecta el
crecimiento del tallo. El grafico 2. muestra la significancia estadistica de los
tratamientos y controles para el experimento de postindculo. Los resultados sefialan
gue los tratamientos T3, T4 Y T5 son similares a los controles con agua, NPy TMV;
mientras que los tratamientos T1 Y T2 presentaron la menor anchura del tallo. Los
resultados sugieren que la aplicacién de NP-ZnO después de la infeccién viral con
dosis de 100 a 200 pg/L no afectan la anchura del tallo; mientras que menores dosis
pueden tener menor anchura del tallo. Esto sugiere un efecto positivo en el

crecimiento de las plantas tras la aplicaciéon de NP-ZnO con dosis mayores.
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Gréfico 2. Resultados de la variable diametro para los experimentos preindculo,
posindculo y controles. Preindculo = 72h antes de la inoculacion; Postindculo = 72 h
después de la inoculacion; Agua = Control negativo con agua; NP = Control con 200

ug/mL NP-ZnO y TMV = Control positivo con TMV (sin NP).

VI1.3.3 NUumero de hojas

La variable nimero-de hojas del experimento preindculo no presenté diferencias
significativas entre tratamientos y controles (ver Tabla 3); los resultados sugieren
gue la aplicacion foliar con NP-ZnO antes de la inoculacion del virus no afecta el
area foliar. El grafico 3. muestra la significancia estadistica de los tratamientos y
controles para el experimento de postindculo; los cuales sefialan que el T1, T3, T4
Y T5 son similares en numero de hojas que los controles con NP, agua y TMV;
mientras que el T2 presentd el menor nimero de hojas. Los resultados sugieren que
la aplicacion de NP-ZnO después de la infeccion viral con dosis de 50 ng/mL puede

afectar el niumero de hojas; mientras que mayores dosis no produce ese efecto.

34



Hojas

AAA AAA AAA AAA AAA

— — Am = — a —

160 A 2
a B s
40
a
20 8
80 \R
60
40
2 $
T1 T2 T3 T4 5

® Prein6culo m Postinbculo mAgua = NP+ BTMV

L

NUmero de hojas
H
o
o

o O

Gréfico 3. Resultados de la variable nimero de hojas para los experimentos preinéculo,
posindculo y controles. Preindculo = 72h antes de la inoculacion; Postindculo = 72 h
después de la inoculacion; Agua = Control negativo con agua; NP = Control con 200

ug/mL NP-ZnO y TMV = Control positivo con TMV (sin NP).

VI1.3.4 Numero de flores

La variable namero -de flores para el experimento de preindculo no presenta
diferencias significativas entre tratamientos y controles (ver Tabla 3); los resultados
sugieren que la aplicacion foliar con NP-ZnO antes de la inoculacion del virus no
afecta el numero de flores. El grafico 4. muestra la significancia estadistica de los
tratamientos y controles para el experimento de postindculo; en el cual similar a
preindculo, el nimero de flores no se ve afectado, o lo que es igual, la aplicacién de
NP-ZnO antes o después de la infeccidn viral no afecta el nUmero de flores. No

obstante el nimero de flores en preindculo es mayor.
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Gréfico 4. Resultados de la variable nimero de flores para los experimentos preinéculo,
posindculo y controles. Preindculo = 72h antes de la inoculacion; Postindculo = 72 h
después de la inoculacion; Agua = Control negativo con agua; NP = Control con 200

ug/mL NP-ZnO y TMV = Control positivo con TMV (sin NP).

VI1.3.5 Numero de frutos

La variable niumerao de frutos del experimento preindculo, el control con NP presenté
el mayor numero de chiles; mientras que los tratamientos no presentaron diferencias
significativas (ver Tabla 3). Los resultados sugieren que la aplicacion foliar de NP-
ZnO. antes de la inoculacion del virus no afecta el niumero de frutos respecto al
control con agua, pero es mayor respecto al contro negativo con NP. El grafico 5.
muestra la significancia estadistica de los tratamientos y controles para el
experimento de postindculo; donde similar a preinéculo, el control con NP presento
el mayor numero de chiles, mientras que para los tratamientos, control con agua y
control positivo con TMV no hay diferencias entre ellos, a excepcion del T3 que

presentd el menor nimero de chiles.
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Gréfico 5. Resultados de la variable nimero de frutos para los experimentos preinéculo,
postindculo y controles. Preindculo = 72h antes de la inoculacion; Postinéculo = 72 h
después de la inoculacién; Agua = Control negativo con agua; NP = Control con 200

ug/mL NP-ZnO y TMV =-Control positivo con TMV (sin NP).

Por otro lado, los valores promedios para cada variable explicativa en ambos
experimentos se muestran en la Tabla 3. En general, los resultados sugieren un
mejor desarrollo fenologico en el experimento preindculo que en postindculo, esto
porque no afecta las variales explicativas de los tratamientos con respecto al control,
lo cual es lo buscado. Entre tratamientos, el tratamiento 3 (aplicacion con 100 pg/L)
presenta los mayores valores; si bien aunque no hay diferencias estadisticamente
con los demas tratamientos, es deseable elegir el tratamiento con mayor nimero de
frutos, debido a que se busca la mejor produccion final. En el experimento de
postindculo, de los tratamientos el T2 fue el tratamiento con los menores valores,
mientras que T4 sugiere ser el mejor tratamiento especialmente respecto al nimero

de chiles.
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En la imagen 2. se observa la tendencia del crecimiento en etapas iniciales del
experimento, donde los controles negativos con NP-ZnO y agua presentan el mejor
desarrollo seguido de los tratamientos; en particular el T3, que presentdé mejores
caracteristicas fenoldgicas, enseguida el distintivo desarrollo del control con TMV;
el cual atrofio el crecimiento en etapas tempranas, sin embargo, como se observé
en los resultados de las variables explicativas individuales al final del experimento,
el desarrollo del TMV se emparejo con los demas tratamientos y controles, a
exepcion del numero de fruto, donde los valores siempre fueron los menores para
el TMV; razén por la cudl se dice que las enfermedades virales si bien no matan a

las plantas si afectan significativamente la produccion de los cultivos.

Los resultados de las variables de producciéon de chiles se muestran en la tabla 4.

Cada variable se describe a continuacion:

VI1.3.6 Peso del chile

El grafico 6 muestra la significancia estadistica de los experimentos preindculo,
postinoculo y controles del-experimento preindculo para la variable peso del chile.
Los resultados del experimento preindculo indican que el tratamiento T3 y los
controles negativos con agua y NP presentaron significativamente mayor peso de
chile; mientras que en el experimento postindculo, el tratamiento T3 presento el
significativamente el menor peso, donde T4 y T5 fueron estadisticamente similares
a los controles con NP y agua. Si bien no hay diferencias significativas entre los
controles, se observa que el peso en los chiles tratados con s6lo NP-ZnO fueron

mayores (ver tabla 4).
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Gréfico 6. Resultados de la variable peso de la produccién de chiles para los
experimentos preindculo, posinéculo y controles. Preindculo = 72h antes de la inoculacion;
Postindculo = 72 h después de la inoculacion; Agua = Control negativo con agua y NP =
Control con 200 pg/mL de NP-ZnO.

VI.3.7 Largo de chile

El grafico 7 muestra la significancia estadistica de los experimentos preinéculo,
postindculo y controles del-experimento preindculo para la variable largo de chile;
donde se observa que para el experimento preinoculo los tratamientos y controles
no presentaron diferencias significativas; los resultados sugieren que el largo de
chile no es-afectado por la aplicacionde NP antes de la infeccion viral; mientras que
el tratamiento T3 tuvo significativamente menor tamafio de chile en postindculo que

el resto de los tratamientos y mantuvo similitud con los controles NP y agua.
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Gréfico 7. Resultados de la variable largo de la produccion de chiles para los
experimentos preindculo, posinéculo y controles. Preindculo = 72h antes de la inoculacion;
Postin6culo = 72 h después de la inoculacion; Agua = Control negativo con agua yNP =
Control con 200 pg/mL de NP-ZnO.

VI1.3.8 Ancho del chile

El grafico 8 muestra la significancia estadistica de los experimentos preindculo,
postinoculo y controles del experimento preindculo para la variable ancho del chile.
Los resultados para el experimento preinoculo sefialan que el control con NP y el
T3 presentaron significativamente mayor anchura del chile respecto al resto de los
tratamientos y el control con agua; mientras que el experimento postinéculo el
control con NP presento significativamente la mayor anchura del chile y el
tratamiento T3 la menor (ver tabla 4).
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Gréfico 8. Resultados de la variable ancho de la produccion de chiles para los
experimentos preindculo, posinéculo y controles. Preindculo = 72h antes de la inoculacion;
Postin6culo = 72 h después de la inoculacion; Agua = Control negativo con agua yNP =
Control con 200 pg/mL de NP-ZnO.

De manera general, si bien los resultados sugieren que los controles con 200 ug/L
NP-ZnO y con agua son estadisticamente similares; a exepcion de la variable de
ancho de chile la cual es mayor en el control con NP, se observan mayores medidas
de chiles en el control con NP. De manera similar con las variables fenolégicas, el
tratamiento- T3 en las variables de produccion presenta tallas estadisticamente
similares ‘al control con NP. Estos resultados refuerzan la nocion de que el
tratamiento T3 presenta las mejores caracteristicas fenologicas usando NP-ZnO

como manejo de TMV.
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PREINOCULO

VARIABLE/
TRATAMIENTO
T1 (0 pglL)
T2 (50 pg/L)
T3 (100 pg/L)
T4 (150 pg/L)
T5 (200 pg/L)
Agua
NP-ZnO (200 pg/L)

TMV

T1 (0 pg/L)
T2 (50 pg/L)
T3 (100 pg/L)
T4 (150 ug/L)
T5 (200 pg/L)
Agua
NP-ZnO (200 pg/L)

T™MV

Altura (cm)
65+ 10.24

61.5+ .34
67 +7.47
63.8+ 154
73+5.2A
75.8+12.84
70 £ 9.8A
61.3+9.8°

69+ 7.9¢P
56.3 +10.6 ¢P
56+2.9¢b
59.5+7.9¢%P
53.3+£3.8°
75.8+12.82
70+9.8P
61.3+9.8¢P

Didmetro
(mm)

85+0.7A
9+1.24
9.1+1.14
8.8+ 0.5A
9.4+054
8.8+1.1A°
9.8+0.9A°
99+1.2A

Ndamero
Hojas

116 £30.52
139.5+19.82
1455+ 23.12
155.3+25.12
164.3+67.62

174+ 1562
1759+17.6°2
170.25 +18.2

a

POSTINOCULO

6.4+0.48
6.8+0.58
RS +1.2A8
9.1+0.6A
7.9+0.8A8
8.8+1.14
9.9+1A
9.9+1.2A

153.3 + 48.94
132.5+9.78
157.8+ 2754
146 + 16.4 A B
138.3+28AB
174 £ 1564
175.9+17.64
170.3 £ 18.24

NUmero
Flor

17+2.6¢2
16 £2.94
17.3+292
105+ 052
16.3+2¢2
11+6.72
105+4.6°2
116+4+2

143+5.72
7+4¢
7+4¢
9.8+5.62
7.8+1.92
11146772
105+4.62
11.6+4°

NUmero
Fruto

0.8+1.58
3+1.2°8
58+7.1°8
25+3.38B
1.3+198
6.8+6°B
83+54
3.5+3.78

1.8+148B
2+22A8B
0.8+0.98
5+3.648B
48+3.7A8B
6.8+6A8B
83+54
35+3.7AB

Tabla 3. RESULTADOS DEL DESARROLLO DE LA PLANTA. La determinacion estadistica

del efecto de la aplicacién de tratamientos en las variables de altura, diAmetro, nimero de

hojas, flores y frutos para los experimentos Preinoculo y se realiz6 usando la prueba

Kruskal-Wallis y la diferencia entre sus rangos mediante la prueba de Games-Howell

(mayudsculas) y la prueba ANOVA-Tukey (minlsculas) con un a 0.05. Los valores se

muestran como el rango o la media correspondiente de las determinaciones con 9

repeticiones.

PREINOCULO
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TRATAMIENTO

T1 (0 pg/L)
T2 (50 pg/L)
T3 (100 pg/L)
T4 (150 pg/L)
T5 (200 pg/L)

Agua

NP-ZnO (200 pg/L)

T1 (0 pg/L)
T2 (50 pg/L)
T3 (100 pg/L)
T4 (150 pg/L)
T5 (200 pg/L)

Agua

NP-ZnO (200 pg/L)

Peso por
chile (g)

36.15A B
138
53.05#
16 B
32.55 A8
42.70 A

54.05 4

28.90 8.¢C
24.55 B:C
14.05¢
36.654 B
36.854 B
49.05 A

58.45 4

Largo (cm)

23.62
18.32
21.7%
20.12
23.42
2428

23.8°

POSTINOCULO

18.7 &b
18.7 &b
17.4°
225ab
23 ab
24,28

23.8°

Ancho (cm)

33.2A8B
23.6 8
48.35 4
31.35A8B
29.70 A:B
27.45 B

54.85 4

23.508¢C
39.50 B
15.30 ¢
35.35°B
35.85B
39.65°B

59.35 4

Rendimiento

Parcial g

330

385

957

593

382

1731

1555

378

179

164

596

470

1731

1555

Tabla 4. RESULTADOS DE PRODUCCION DE CHILES. La determinacion estadistica del

efecto de la aplicacion de tratamientos en las variables peso, largo y ancho de chile para los

experimentos Preindculo y Postindculo se realizé usando la prueba Kruskal-Wallis y la diferencia

entre sus rangos mediante la prueba de Games-Howell (mayulsculas) y la prueba ANOVA-

Tukey (minasculas) con un a 0.05. Los valores se muestran como el rango o la media

correspondiente de las determinaciones con n =10.
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Fotografia 2. Efecto de las NP-ZnO y TMV sobre el desarrollo de las plantas de chile. De izquierda a derecha T3

Preinoculo, T3 Posindculo, Control positivo TMV, Control negativo con NP (200 ug/mL), Control negativo con agua.
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V1.4 Sanidad y carga relativa viral asociada a sintomas

Por otro lado, los resultados de la variable sanidad se muestran en la tabla 5. Los
resultados para el experimento postindculo indican que los tratamientos controles
negativos con agua y NP-ZnO; son los que presentan significativamente mejor
sanidad (menor rango) con respecto a los tratamientos y el control positivo con TMV
(misma letra de unién indica similitud entre tratamientos). Si bien, el TMV presenta
la peor sanidad (mayor rango), no es estadisticamente significativo con los
tratamientos probados, razén por la cual no podemos establecer un mejor
tratamiento. No obstante, en los resultados del experimento preinéculo si bien
sugieren que entre los tratamientos no hay diferencias entre ellos; se observa que
los tratamientos T3, T2 Y T1 son significativamente distintos a el control con TMV y
similares a los controles negativos con agua y NP-ZnO; mientras que los
tratamientos T5 y T4 son similares al TMV. Al iguan que en postindculo, los controles
con agua y NP-ZnO presentaron la mejor sanidad en el experimento preindculo. Si
bien, los tratamientos T3, T2 y T1 son similares, se escogio trabajar con el
tratamiento T3; esto debido a los resultados favorables del desarrollo vegetal con

este tratamiento (ver VI.3 Evalucion de las NP en la planta).

En la imagen 3, se muestra la planta tipica del control negativo con agua (A) en
contraste con la planta tipica del tratamiento T3 (B), se observa la atenuacion del
mosaico asi como un desarrollo vegetal semejante. En la imagen 4, por otro lado,
se muestra la planta tipica del control negativo con agua (A) en contraste con la
planta tipica del control con TMV (C), donde el mosaico es mas claro y el area foliar
reducida, esto compromete la fotosintesis y en consecuencia el rendimiento de la
produccién mermado. Finalemente, los resultados de la variable sanidad sugieren
gue para mejorar la resistencia a la infeccion por TMV las NP deben usarse antes
de la emergencia viral (preindculo), esto es debido posiblemente a que se mejora la
distribucion de las mismas dentro de la planta previo a un ataque por patégenos y

concomitante a ello, el sistema de defensa de la planta se enciende.



PREINOCULO POSTINOCULO

Tratamiento | Rango Letras de Tratamiento  Rango Letras de
union unién
TMV 41.75 A TMV 38 A
T1 (200 pg/L) | 33.75 AB T1 (200 pg/L) 29 A
T4 (150 pg/L) | 31.5 AB T4 (150 pg/k) - 32.25 A
T3 (100 pg/L) 27 BC T3.(100 ug/L) 32.25 A
T2 (50 pg/L) 27 BC T2 (50 pg/L) 29 A
T1 (0 pg/L) 24.75 BC T1 (0 pg/L) 29 A
Agua (control 9.5 C Agua (control 9.5 B
sin virus) sin virus)
NP-ZnO (200 9.5 C NP-ZnO (200 9.5 B
Hg/L) Hg/L)

Tabla 5. RESULTADOS DE SANIDAD. La determinacion estadistica del efecto de la
aplicacion de tratamientos en la variable sanidad se realizé usando la prueba Kruskal-Wallis
y la diferencia entre sus rangos mediante la prueba de Games-Howell con una « 0.05. Los

valores se muestran como el rango de las determinaciones de 6 repeticiones.
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Fotografia 3. Efecto de la aplicacion de NP-ZnO en plantas de chile. A) Planta control con agua B) Planta infectada
con TMV tratada con 150 pg/L NP-ZnO y C) Planta control con TMV.
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Gréfico 9. Curva de calibracion utilizada para el célculo de la carga relativa viral asociada

a la enfermedad por TMV.
VI.4.2 Carga relativa viral

Respecto a la carga relativa viral, el grafico 9 indica la ecuacion lineal con un factor
de correlacion de 0.990; la cual se uso para calcular los resultados de carga relativa
viral de las absorbancias medidas en los ensayos DAS-ELISA. Los resultados se
muestran en la tabla 6, éstos indican que los tratamientos de mayor concentracion
T5 y T4 presentaron significativamente menor carga viral respecto al control con

TMV, para los experimentos de preindculo y postinoculo respectivamente.

La actividad antimicrobiana de NP-ZnO se correlaciona directamente con su
concentracion segun lo informado por varios estudios, igualmente, la actividad
depende del tamafio de particula, aunque esta dependencia también esta
influenciada por la concentracion de NP (Sirelkhatim et al., 2015). Si bien, presentar
mayor inhibicién viral en concentraciones mayores es lo esperado, no se observa
una estricta tendencia dependiente de la dosis, aunado a ello, tampoco se
relacionan los resultados de carga viral con sanidad como se hipotetizd. Los

resultados sugieren que el tratamiento T3 de preinéculo presenta carga relativa viral



similar al control TMV, sin embargo, los resultados de la variable sanidad y el
desarrollo vegatal en éste tratamiento sugirieron presentar los mejores resultados

sobre los demas tratamientos.

Estos resultados contrastantes sugieren que el modo en que las NP-ZnO atentan
los sintomas virales no sea mediante la desintegracion de la capside viral; ya que
bajo nuestras condiciones de estudio, no se disminuy0 la carga viral. Este resultado
se corroboré en una segunda corrida experimental con plantula. Los resultados se
muestran en la tabla 7, donde se vuelve a encontrar una concentracion no

significativa entre el tratamiento T3 y el control con TMV.

PREINOCULO POSTINOCULO
Tratamiento Carga Letras . Tratamiento Carga Letras
relativa viral L, relativa Viral .,
[mg/mL] union [mg/mL] union
™V 10.35 A ™V 8.51 A
T3 10.2 +0.15 A T2 8.38 + 0.54 A
T2 8.84+048 AB T3 7.96 + 0.55 A
T4 8.18 +0.69 BC T1 7.83 £0.61 A, B
T1 7.32£0.85 C TS5 7.3+0.21 A, B
T5 7.36 +0.14 C T4 6.6 + 0.35 B

Tabla 6. RESULTADOS DE CARGA RELATIVA VIRAL NP ZnO-TMV La determinacion
estadistica del efecto de la aplicacion de tratamientos en la variable carga relativa viral se
realizé usando la prueba ANOVA vy la diferencia entre sus medias mediante la prueba de
Tukey con una o 0.05. Los valores se muestran como la media + desviacién estandar de

las determinaciones por triplicado.
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TRATAMIENTO ‘ Plantula Juvenil
T3 ‘ 7.71+0.006 10.20 +0.15
T™MV ‘ 8.17 + 0.04 10.35

Tabla 7. CORROBORACION CARGA RELATIVA VIRAL T3. Los valores se muestran
como la media + desviacion estandar de las determinaciones por triplicado.

Otros trabajos donde probaron la actividad antiviral de las NP-ZnO contra TMV, son
los de Cai y colaboradores (2019) y Abdelkhalek & Al-Askar (2020) en plantas de
tabaco y jitomate con tamafios de particula esféricos de 18 nm y 75 nm
respectivamente; en ambos casos de estudio la concentracion usada fue de 100
pHg/mL de NP-ZnO. Los resultados de la acumulacion viral en jitomate evaluados
por qRT-PCR de Abdelkhalek & Al-Askar (2020) indican una disminucion
significativa de 63.55 respecto del control con TMV (136.6). Por otro lado, los
resultados de Cai y colaboradores muestran supresion de la invasion viral del
35.53%, donde la inoculacion de plantas de tabaco se realiz6 después de haber
incubado el complejo NP-Virus durante dos horas, por esta razon la inhibicion se
atribuye al dafio directo de la capside viral. En ambos estudios es importante notar

el tamafio y forma de la NP utilizada.

Una de las propiedades mas importantes de las NP es el tamafio, esto es debido a
gue no se reconocen como material extrafio y pueden facilmente difundirse a través
de las células (Rivero-Montejo, et al. 2021); otra caracteristica que afecta
significativamente la actividad antimicrobiana es la morfologia de las NP-ZnO
(Sirelkhatim et al., 2015). En este trabajo, las NP-ZnO presentaron una forma de
nanoflores con tamafos en la escala micrométrica, posiblemente el tamafio de tres
ordenes de magnitud (micras) mayor al tamafio del TMV (nano) no favorecio la
interaccion NP-Virus; por larazén de que hay menos area de contacto interactuando

con el virus, una interpretacion de esto se observa en la imagen 5. Aunado a esto,
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la forma de los conos que forman la nanoflor podria dificultar el contacto intimo con

el virus en comparacion con una forma esférica.

IMAGEN 4. CARICATURA DE LAINTERACCION NP-TMV

La capside del TMV, por otro lado, debe ser suficientemente protectora para dos
cometidos, 1) para proteger satisfactoriamente al acido nucleico que con facilidad
se desintegraria en el medio circundante y 2) para conferirle la caracteristica bien
consabida de ser una estructura extremadamente estable; cuya infectividad se
mantiene hasta por 50 afios e incluso en material vegetal muerto. Por estas razones
debe garantizarse que la NP entre en contacto intimo y en suficiente cantidad para

comprometer la-capside viral.

VI.5 Actividad enzimatica y antioxidante

La homeostasis puede alterarse como resultado de factores bioticos (por ejemplo el
ataque por virus) y abioticos (por ejemplo la aplicacién de NP). La actividad de las
enzimas antioxidantes SOD, CAT y POD puede proteger las células vegetales
contra los efectos adversos de las ROS, esto ocurre de manera en que POD actua

como eliminador de ROS, mientras que SOD y CAT convierten conjuntamente O%
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y H.02 en H2O y O2 y también reducen el radical -OH libre total. (Sidigqgi and hunsen,
2017). La tabla 8 muestra los resultados de la actividad enzimatica para los

tratamientos controles y el tratamiento T3.

TRATAMIENTO Proteina PAL SOD CAT POD
(U/proteina) (U/proteina)  (U/proteina) (U/proteina)
AGUA 1.8+0.12 10.2+05°¢ 05+0.1°¢ 0.8 +0.12° 59+0.72

NP (100 pg/L
NP sin virus)

T3 (100 pg/L
NP con virus)

1.7 £0.04° 254+092 1.9+0.8¢ 0.3+0.12°> 35+0.82°

1.6 +0.1%¢ 16 +0.7° 23.9+0.4° 7.£1.42 26+0.6°

TMV 1.5+0.01°¢ 12.8+0.3° 80.9+4.2¢2 1.3+0.9° 5.+1.12
Tabla 8. RESULTADOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA. La determinacion estadistica del

efecto de la aplicacion de tratamientos en la variable de actividad enzimética de
Fenilalanina-Amonio Liasa (PAL), Super6xido Dismutasa (SOD), Catalasa (CAT) y
Peroxidasa (POD) se realiz6 usando la prueba de minima diferencia significativa (DMS)
con una a 0.05. Los valores se muestran como la media + desviacion estandar de las

determinaciones por duplicado.

VI.5.1 Proteina

El grafico 10 muestra el factor de correlacién lineal de 0.993 de la ecuacion utilizada
para calcular la concentracion de proteina en hojas de los tratamientos. El grafico
11 indica las diferencias significativas entre los tratamientos sefialados en la tabla
8, donde se observa que el control negativo con agua tiene significativamente mayor
proteina en hojas, seguido del control negativo con NP; mientras que el control
positivo con TMV presenta la menor cantidad de proteina en hoja. Los resultados
sugieren que la aplicacion de NP-ZnO puede afectar la cantidad de proteina en

hojas.
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Curva de calibracion Proteina
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Graéfico 10. Curva de calibracién utilizada para la cuantificacién de proteina.
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Grafico 11. Significancia estadistica para proteina de los controles y T3. Control negativo
con agua (sin virus), Control negativo con NP (100 pg/L de NP-ZnO), T3 (virus + 100 pg/L
de NP-ZnO) y Control positivo con TMV (con virus).
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VI.5.2 Actividad de PAL

El grafico 12 muestra el factor de correlacion lineal de 0.998 de la ecuacion utilizada
para calcular la actividad de PAL en los tratamientos. El grafico 13 indica las
diferencias significativas entre los tratamientos sefialados en la tabla 8 para PAL,
donde el control con NP-ZnO (100 pg/L) tuvo significativamente mayor actividad de
PAL, seguido del tratamiento T3 (Virus + 100 pg/L de ZnO) mientras que el control
negativo con agua y el control positivo con TMV son similares estadisticamente con
la menor actividad de PAL. Los resultados siguieren que la aplicacion de NP en
plantas de chile con o sin virus promueve la actividad de PAL; molécula precursora

de la sintesis de moléculas de defensa de las plantas.

Curva de calibracion PAL

y = 0.0716x + 0.0109

0.8
R2=0.9989

« 0.6
o]
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0
0 5 10 15

acido cinamico (mg/mL)

Grafico 12. Curva de calibracion utilizada para la cuantificacion de la actividad de PAL.
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Gréfico 13. Significancia estadistica para PAL de los controles y T3. Control negativo con
agua (sin virus), Control negativo con NP (100 pg/L de NP-ZnO), T3 (virus + 100 ug/L de
NP-ZnO) y Control positivo con TMV (con virus).

VI.5.3 Actividad de SOD

El grafico 14 indica las diferencias significativas entre los tratamientos sefialados en
la tabla 8 para la enzima SOD, donde el control positivo con TMV muestra
significativamente mayor actividad, seguido del tratamiento T3; mientras que el
tratamiento control con NP y con agua son similares entre ellos y con la menor
actividad de SOD. La enzima SOD dismuta al radical libre O2™(superoxido); con una
vida bioldgica corta atribuida a su rapida reduccion a H2O.. Los resultados sugieren
gue el control con virus TMV produce mayor cantidad de radicales superoxidos;
ademas. esta actividad se disminuye significativamente al tratar las plantas
infectadas con NP-ZnO. En contraste una planta control con agua (sin estrés biético

y abibtico) presenta una actividad baja relacionada con el balance redox.
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Gréfico 14. Significancia estadistica para SOD de los controles y T3. Control negativo con
agua (sin virus), Control negativo con NP (100 pg/L de NP-ZnO), T3 (virus + 100 ug/L de
NP-ZnO) y Control positivo con TMV (con virus).

VI.5.4 Actividad de CAT

El grafico 15 indica las diferencias significativas entre los tratamientos sefialados en
la tabla 8 para la enzima CAT, donde se observa que la mayor actividad significativa
la tuvo el T3 mientras que-los controles positivos con TMV y negativos con agua y
NP son similares entre ellos y con una menor actividad de catalasa. Los resultados
sugieren que la eliminacion del perdéxido de hidrégeno mediada por catalasa
principalmente ocurre en T3; si bien los controles con TMV, agua y NP deben
presentar residuos de H.O> como resultado de su actividad de SOD, los resultados
sugieren gue esta eliminacion es realizada principalmente por otras vias de

eliminacién y en menor medida por CAT.
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Grafico 15. Significancia estadistica para CAT de los controles y T3. Control negativo con
agua (sin virus), Control negativo con NP (100 pg/L de NP-ZnO), T3 (virus + 100 ug/L de
NP-ZnO) y Control positivo con TMV (con virus).

VI.5.5 Actividad de POD

El grafico 16 muestra el factor de correlacion lineal de 0.97 de la ecuacion utilizada
para calcular la actividad de POD en los tratamientos. El grafico 17 indica las
diferencias significativas entre los tratamientos sefialados en la tabla 8 para POD,
donde se observa que los tratamientos controles con agua, TMV y NP son similares
entre ellos y presentaron significativamente mayor actividad de peroxidasas que el
tratamiento T3. La enzima POD utiliza peroxido de hidrégeno para oxidar otros
sustratos, a diferencia de CAT que dismuta el peroxido de hidrogeno en agua. Los
resultados sugieren que los controles con agua, TMV y NP eliminan el peréxido de
hidrogeno via Peroxidasas; mientras que T3 lo hace principalmente via Catalasa y

en_menor medida mediante la actividad de Peroxidasas.
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Gréfico 16. Curva de calibracién utilizada para la cuantificacién de la actividad de POD.
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Grafico 17. Significancia estadistica para POD de los controles y T3. Control negativo con
agua (sin.virus), Control negativo con NP (100 ug/L de NP-ZnO), T3 (virus + 100 ug/L de
NP-ZnO) y Control positivo con TMV (con virus).

De manera general, los resulados obtenidos en la tabla 8 sugieren que la aplicacion
con 100 pg/L de NP-ZnO en plantas de chile infectadas con TMV aumentan SOD y
CAT; mientras que POD se disminuye de manera significativa respecto del control
con agua. Estos resultados sugieren que el sistema antioxidante se enciende ante
la infeccion viral con TMV; por lo tanto, es posible que el mecanismo de actuacién

para la atenuaciéon de sintomas observados sea via elicitacion.
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Resultados similares de la actividad enzimatica usando NP-ZnO como manejo de
TMV han sido reportados. En plantas de tabaco infectadas con TMV, la actividad de
POD y CAT incrementaron marcadamente 208.09% y 65.55% respectivamente,

respecto del control (Cai et al., 2019).

Por otro lado, debido a que PAL participa en la biosintesis del &cido salicilico (SA),
el cual participa activamente en la sefializacion de las respuestas de defensa contra
patdgenos en plantas; aunado a ello, PAL es la primera enzima en la ruta de la
sintesis de fenilpropanoides ligados al metabolismo secundario y primario; es por

esto que su medicién es un indicador del grado de inmunidad de la plantas.

En este trabajo la actividad de PAL es significativamente 2.5 veces mayor en el
control con NP-ZnO y 1.5 veces en el tratamiento T3, lo cual apoya la nocion del
mecanismo de actuacion via elicitacion, donde probablemente se promueva la
sintesis de metabolitos de defensa. Abdelkhalek & Al-Askar (2020) observaron que
asperjando plantas de jitomate con NP-ZnO biogénicas, ya sea con una sola
aplicacion (antes o después de la inoculacion con TMV) o como doble aplicacion;

se incrementa significativamente la expresion relativa de PAL hasta 2.6 veces.

TRATAMIENTO DPPH TEAC
EC50 (ng/mL) (umol TE/mg proteina)
AGUA 1126.5+23.1 2 110.2 £1.04°¢
NP (100 pg/L NP sin virus) 995 +21.7 &b 114 +1.9°¢
T3 (100 pg/L NP con virus) 930.6 +£31.8° 118.6 +1.8"
TMV 1148 +43.3 2 127.4 +2.82

Tabla 9. RESULTADOS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE. La determinacion estadistica del

efecto de la aplicacion de tratamientos en la variable de actividad anti-radical DPPH-" y
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ABTS-" se realiz6 usando la prueba DMS con un o = 0.05. Los valores se muestran como
la media + desviacion estandar de las determinaciones por triplicado.

V1.6 Actividad antioxidante
VI.6.1 Actividad antioxidante DPPH™

La tabla 9 muestra los resultados de la actividad antiradical para el DPPH". Se
observa que el tratamiento T3 present6 la menor concentracion del radical, o lo que
es igual, presentd mayor actividad antioxidante debido a que neutraliza la actividad
del DPPH" y por tanto su concentracién disminuye. El control con NP es similar
estadisticamente que T3, mientras que los controles con TMV y Agua presentaron
significativamente mayor concentracion del radical no neutralizado. Los resultados
sugieren que los tratamientos con NP-ZnO promueven la actividad antioxidante en

plantas de chiles infectadas con TMV.

V1.6.2 Actividad antioxidante ABTS™

La actividad antioxidante del ABTS* se muestran en la tabla 9, los resultados fueron
significativamente mayor para el control con TMV seguido del tratamiento T3;
mientras que el control con NP presento la menor actividad y fue estadisticamente
similar al control con Agua. Los resultados sugieren que el control con NP neutraliza
al radical ABTS™ debido a su actividad antioxidante; como consecuencia la

concentracion del radical disminuye.

En general el tratamiento T3 presentd significativamente mayor actividad
antioxidante contra el radical DPPH" y actividad antioxidante intermedia contra el
radical ABTS*; mientras que el control con NP present6 mayor actividad
antioxidante contra el radical ABTS* e intermedia contra el DPPH". Los resultados
sugieren que la aplicacion de NP-ZnO incrementa la actividad antioxidante en

plantas de chiles infectadas con TMV respecto del control.
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VIl.  CONCLUSION

De acuerdo con los resultados mostrados, la aplicacion con NP-ZnO en plantas de
chile no afectan significativamente las variables fenolégicas de altura, diametro,
namero de flores, nimero de hojas y niumero de frutos respecto del control con
agua. Por otro lado, las variables de produccion presentaron mejores tallas de chiles
usando NP-ZnO, figurando el pretratamiento foliar con 100 pg/L de NP-ZnO con las

mejores tallas de fruto; aunque estas no son significativas estadisticamente. Que

las NP-ZnO no afecten el desarrollo vegetal es una caracteristica necesaria para
desarrollar el uso de estos materiales como estrategia de manejo de cualquier

patégeno.

Bajo las condiciones de estudio, los resultados sugieren que el tratamiento foliar
antes de la infeccidn viral con 100 pg/L de NP-ZnO presenta un mecanismo de
actuacion via elicitacién en plantas. de chile infectadas con TMV. Esta nocion
se refuerza con el incremento significativo de 2.6 veces de la actividad de PAL
respecto del control; concomitante al incremento significativo de 7 veces la actividad
de CAT, Ademas se incrementa 17% y 11% la actividad antioxidante antiradical de
DPPH" y ABTS™* respectivamente, razon por la cual se atendan los sintomas

observados de la enfermedad.

La carga relativa viral, por otro lado, se mantiene inalterada independientemente del
tiempo de aplicacion del pretratamiento foliar con 100 pg/L de NP-ZnO, es decir
antes 0 después de la inoculacion del TMV. Posiblemente, se observaron estas
cargas virales debido a las caracteristicas de las NP-ZnO, especialmente el tamafio
obtenido en el régimen de micrometros; el cual sugiere ser inadecuado para la
interaccion NP-TMV.

Finalmente, la incognita cientifica abarcada en este proyecto resuelve la nocion del
uso de NP-ZnO como manejo del TMV en plantas de chile jalapefio. Naturalmente,
este trabajo presenta oportunidades en la persecucion de mejores resultados,

algunos de ellos son los siguientes:
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a) Probar alternativas de sintesis de NP-ZnO para la obtencion de

tamafnos en la nanoescala.

b) Probar diferentes frecuencias de aplicacién de NP-ZnO.
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