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RESUMEN

El virus Huasteco de la vena amarilla (PHYVV) es un geminivirus endémico en
México. Este geminivirus pertenece al género begomovirus y causa pérdidas
parciales o totales en el cultivo de chile debido a su amplia distribucion y la presencia
simultdnea de la mosca blanca (Bemisia tabaci) como vector. Recientemente se
propuso que el uso de nanoparticulas de 6xidos metélicos puede ser una opcion
para reforzar el manejo integrado de este patégeno. En el presente trabajo se
propuso la aplicacién de nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs de ZnQO) Y diéxido
de titanio (NPs de TiOz2) en concentraciones de 50 mM, 100 mM, 150 mM y 200 mM
para el manejo de las enfermedades virales. En este contexto, se investigo la
interaccion de NP-virus-planta, asi como el efecto de las NPs de ZnO y NPs de TiO2
para inhibir la infeccibn por PHYVV. Adicionalmente, presentamos informacion
relacionada con el posible mecanismo antiviral que puede estar implicado en las
dos variedades diferentes de chile jalapefio. Adema4s, es investigaron los efectos
del genotipo sobre la severidad de la enfermedad. En las plantas cultivadas se
analizé dosis-respuesta para algunas variables, incluyendo la severidad de la
enfermedad y el efecto del tiempo de aplicacion (PRE y POST).

La aplicacion de las NPs redujo significativamente la gravedad de la enfermedad en
plantas de chiles tratadas con 150 mM antes y 100 mM después de la infeccién. Las
plantas tratadas mostraron menos sintomas de virus en comparacién con las
plantas de control no tratadas. Se redujo significativamente el titulo viral en ambas
variedades de plantas de jalapefio. Las actividades de catalasa y peroxidasa
dismutasa aumentaron significativamente en comparacion con los controles.
Ademas, las plantas tratadas con NPs activaron resistencias y mejoraron la

produccion y calidad de frutos de chile jalapefio cv. Don Benito y cv. Don Pancho.

Palabras claves: PHYVV, nanoparticulas, antivirales, ISR, SAR
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ABSTRACT

Huasteco yellow vein virus (PHYVV) is a geminivirus endemic in Mexico. This
geminivirus belongs to the begomovirus genus and causes partial or total losses in
the chili crop due to its wide distribution and the simultaneous presence of the
whitefly (Bemisia tabaci) as a vector. It was recently proposed that the use of metal
oxide nanoparticles may be an option to reinforce the integrated management of this
pathogen. In the present work, the application of zinc oxide nanopatrticles (ZnO NPs)
and titanium dioxide (TiO2 NPs) in concentrations of 50 mM, 100 mM, 150 mM and
200 mM for the management of viral diseases was proposed. In this context, the NP-
virus-plant interaction was investigated, as well as the effect of ZnO NPs and TiO2
NPs to inhibit PHYVV infection. Additionally, we present information related to the
possible antiviral mechanism that may be involved in the two different varieties of
jalapefio pepper. Furthermore, the effects of genotype on disease severity were
investigated. In the cultivated plants, dose-response was analyzed for some
variables, including the severity of the disease and the effect of application time
(PRE and POST).

The application of the NPs significantly reduced the severity of the disease in pepper
plants treated with 150 mM before and 100 mM after infection. Treated plants
showed decrease of virus symptoms compared to untreated control plants. The viral
titer was significantly reduced in both varieties of jalapefio plants. Catalase and
peroxidase dismutase activities were significantly increased compared to controls.
Furthermore, treated plants with NPs trigger resistance and improve the production

and quality of jalapefio pepper fruits cv. Don Benito and cv. Don Pancho.

Keywords: PHYVV, nanoparticules, antiviral, ISR, SAR



1. INTRODUCCION

El chile (Capsicum annum L.) es uno de los productos agricolas de mas crecimiento
econémico. En México, se producen alrededor de 3.1 millones de toneladas
anuales, cultivadas en aproximadamente 150 000 hectareas, lo cual representa una
ganancia econdémica de 30.6 mil millones de pesos (SAGARPA, 2021; SIAP, 2023).

A nivel mundial una de las causas de pérdida econémica de mayor importancia en
el chile son las enfermedades virales (Garzén-Tiznado et al., 1993), teniendo
efectos reportados en la salud de la planta propiciando la reduccién de tamafio y

calidad nutricional del fruto (Jones y Naidu, 2019; Farooq et al., 2021).

En México, en los ultimos afios los ataques de diferentes patégenos en cultivos de
hortalizas han representado un factor de riesgo econémico, entre las mas relevantes
se encuentran las enfermedades virales en el cultivo del chile. Estas enfermedades
virales representan pérdidas entre un 20 al 100%, afectando el rendimiento y la
calidad del producto (Cai et al., 2019; Vargas-Hernandez et al., 2020). Estas
pérdidas varian segun las condiciones climaticas, fechas de cultivo y manejo,
provocando en condiciones ideales para la infeccion del virus pérdidas de hasta un
100% en los cultivos (Velasco et al., 2020). Existen varias enfermedades virales que
afectan a cultivo de chile, entre las que destacan el Virus Huasteco de la Vena
Amarilla del Chile (PHYVV) (Retas-Manjarra et al., 2019).

Las plantas activan distintos mecanismos para controlar la propagacion de los virus
evitando su replicacién y expresion viral mediante un fenémeno conocido como
“recuperacion” o “remision de sintomas” (Chellappan et al., 2004; Ramirez-Prado et
al., 2018). Por otro lado, los virus desarrollan mecanismos de adaptacion que
contrarrestan las defensas del hospedante (Retas-Manjarra et al., 2019).

Sin embargo, una vez infectada la planta en el campo, los virus no pueden ser
controlados, pues no existe ninguna solucion quimica directa para el manejo de la
enfermedad viral hasta el momento (Pinheiro et al., 2016; Akhter et al., 2019). Las

acciones empleadas en el manejo de las plantas enfermas, basadas en estrategias



preventivas, no contemplan la cura o tratamiento para atenuar al patégeno en la
planta (Jones y Naidu, 2019).

Por ello, el control de las enfermedades virales en el cultivo de chile representa un
reto, ya que no existen productos en el mercado capaces de combatir la infeccion
de origen viral. Debido a la necesidad que representa el manejo de las
enfermedades virales se ha logrado la disminucion del inéculo en la planta usando
tratamientos de quimioterapia y termoterapia, con el propdsito de atenuar, retrasar
0 producir plantas libres de virus (Maruthi et al., 2019); sin embargo, estos

tratamientos son muy caros y complicados de usar.

Una opcion para el manejo de estas enfermedades es el uso de las nanoparticulas
(NPs). Las NPs son particulas de pequefio tamario, el cual oscila entre 1- 100 nm,
y poseen una amplia superficie de area por unidad de volumen y de sitios activos
cataliticos (Fu et al., 2014). Gracias al mecanismo de accion de las nanoparticulas
se ha empleado como una opcidn viable contra patdégenos, actualmente sobre todo
contra enfermedades virales. Se plantea que mecanismo interfiere con la sintesis
de ADN y ARN, la sintesis de proteinas, disrupcion en la membrana muy similar al
presentado por los antibiéticos (Kohanski et al., 2010; Dakal et al., 2016; Vargas-
Hernandez et al., 2020). Por otra parte, las NPs disminuyen la posibilidad del
desarrollo de resistencia por parte de patdégenos (Farooq et al., 2021). Asimismo,
su pequefio tamafio y superficie de area le confiere la posibilidad de cruzar la
membrana celular, el peptodoglicano y otras barreras biolégicas causando la muerte

de organismos (Lara et al., 2010; Blecher et al., 2011).

Gracias a estos mecanismos la aplicacion foliar de nanoparticulas y Oxidos
metalicos a diferentes concentraciones en plantas con enfermedades virales
presenta una opcion para el manejo de estas enfermedades (Vargas-Hernandez et
al., 2020).

Con base en lo anterior, se propuso la aplicaciéon de nanoparticulas de 6xido de zinc
en concentraciones de 50 mM, 100 mM, 150 mM y 200 mM para el manejo de las

enfermedades virales. En este contexto, se investigo la interaccion de NP-virus-



planta, asi como el efecto de las NPs de ZnO para inhibir la infeccion por PHYVV.
Asi mismo, desencadenar resistencias y mejorar la produccion y calidad de frutos
de chile jalapefio cv. Don Benito y cv. Don Pancho. Adicionalmente, presentamos
informacion relacionada con el posible mecanismo antiviral que puede estar

implicado en las dos variedades diferentes de chile jalapefio.



2. ANTECEDENTES.

2.1 Respuesta del Chile (Capsicumm annuum L.) contra patdgenos.

El chile es una planta frutal perteneciente al género Capsicum que presenta una
sustancia llamada capsaicina almacenada en venas y semilla en mayor o menor
medida la cual genera el grado de picor del chile. También se encuentran
mayormente carotenoides que aportan sabor, color y propiedades antioxidantes y
bioactivos. Los chiles son mayormente ricos en derivados de compuestos
flavonoides y fendlicos, vitamina A, B, C y E, carotenoides, capsaicinoides y
minerales tales como el hierro, calcio y magnesio (Pandey y Rizvi, 2009; Baenas et
al., 2018; Than et al., 2008).

Cuando el chile es atacado por patégenos de origen viral puede activar diferentes
mecanismos de defensa como la resistencia al virus o de adaptacion, en la cual el
huésped reconoce y genera una respuesta contra el patdégeno, mediante la
modificacion de su ARN (Palukaitis, 2011; Kachroo y Kachroo, 2020). Como
mecanismo de resistencia puede activar los alelos del gen L permitiendo codificar
una proteina resistente tipo CC-NB-LR y la expresién del gen L confiriendo a la
planta resistencia contra el virus restringiendo el sitio de infeccion (Godinez-
Hernandez et al., 2001; Tomita et al., 2011). Asi mismo se activan los genes WRKY

y NMAPK como respuesta contra la infeccion (Kim et al., 2007).

Entre otro de los mecanismos que puede optar el chile como respuesta contra los
virus puede ser mediante la produccién de los genes CaWRKYa y MAPKs (CaMK1
y CaMK2), que estan involucrado en la resistencia de L-mediacion los cuales son
respuestas de la defensa en el chile con el TMV (Huh et al., 2015). Asi mismo puede
optar por inducir su mecanismo de adaptacion, y subsecuentemente la fosforilacion
de CaPR-10 incrementando la actividad de los ribonucleotidos que se adhieren al
ARN o AND viral, activando asi una ruta antiviral in vivo (Park et al., 2004; Lim et
al., 2015).



Las plantas deben regular su desarrollo y crecimiento en funcion a la respuesta de
la temperatura, patdgenos, agua Yy nutrientes, etc. Involucrando complejos
mecanismos de percepcion, respuesta y adaptacion mediante alteraciones
fisiologicas, cambios bioquimicos y ajustes osmaotico (Chaves et al., 2003; Sriza et
al., 2008; Anjum et al., 2012).

Como respuesta al estrés generado por patdogenos se induce principalmente dafio
oxidativo y especies reactivas del oxigeno (ROS), por lo cual la planta acumula
osmolitos en el citosol y protoplasmo, como prolina, glicinabetaina, ascorbato,
carotenoides, a-tocoferoles y fenoles, asi mismo la activacibn de enzimas
antioxidantes, es decir, superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato
peroxidasa (APX), guaicol peroxidasa (GPX), glutatién reductasa (GR) (Gill y Tuteja,
2010; Gill et al., 2013). La respuesta de la planta también incluye la regulacién de
fitohormonas: &cido abscisico (ABA), etileno, citoquinina (CK), auxina (IAA),
giberelina (GA), jasmonato (JA), brasinosteroides (BR), acido salicilico (SA), 6xido
nitrico (NO) y estrigolatona (SL), siendo la sintesis de ABA una de las respuestas

mas rapidas de la planta al estrés (Peleg y Blumwald, 2011).

2.2 Virus Huasteco de las Venas Amarillas en Chile (PHYYV).

El Virus Huasteco de las venas amarillas en chile (PHYYV) pertenece al género
Begomovirus de la familia Geminiviridae y es transmitido por la mosquita blanca (B.
tabaci). Las plantas infectadas presentan una coloracion amarillo brillante, el
namero de frutos disminuye, distorsion en hojas, venas amarillas y las hojas
presentan un mosaico difuso (Garzon-Tiznado et al., 1993; Renteria-Cannet et al.,
2011). Este virus se encuentra mundialmente distribuidos afectando alrededor de

200 plantas (Gonzalez-jara et al., 2011; Pacheco-Olvera et al., 2012)

Este virus afecta principalmente a las plantas de chile y a otras plantas de la familia
Solonacea en México (Garcia-Neria y Rivera-Bustamante, 2011) y se encuentra



diseminado en Guatemala, México y el sur de los Estados Unidos de Norteamérica
(Torres-Pacheco et al., 1996).

El PHYYV es un virus que posee un genoma segmentado en dos secciones (ADN-
A 'y ADN-B), de forma circular de una hebra de ADN. La seccion de ADN-A es la
encarga de descodificar las proteinas virales requeridas para la replicacion (proteina
de replicacién, REP), el control de la expresion de genes (potenciador de
replicacion, REN), proteina transactivadora y determinante de patogenicidad con
una actividad supresora-silenciadora (activador de la proteina de transcripcion,
TrAP), y la encapsulacién (proteina de encapsulaciéon, CP). Por otro lado, el
segmento ADN-B se encarga de la produccién de dos proteinas: la proteina de
movimiento (MP) y la proteina de exposicién nuclear (NSP), las cuales estan
involucradas en el movimiento intra- e intercelular (Torres-Pacheco et al., 1993;
1996; Eagle y Hanley-Bowdoin, 1997; Bisaro, 2006; Shimada-Beltran y Rivera-
Bustamante, 2007; Rodelo-Urrego et al., 2015).

En el proceso de infeccion del PHYYV, el virus entra primero en la célula huésped
sin su capsula y toma el genoma ssADN, el cual es transformado en un ADN de
doble hebra para poder formar la forma replicada (RF) generando una copia para la
transcripcion, permitiendo la expresion de los genes Rep y TrAP durante la infeccion
en el nucleo de la célula huésped. La expresion de estos genes prepara a la célula
huésped para la replicacion del virus y el bloqueo de algunas rutas metabolicas de

defensa (Bass et al., 2000; Tijerina-Ramirez et al., 2014).

2.4 Medidas de control de enfermedades en chile

El manejo de las enfermedades virales en chile es complicado debido a su amplio
rango de huésped y vectores de transmision, siendo las practicas culturales una de
las alternativas mas empleadas para el control en la prevencion o retardo de las
enfermedades virales principalmente en la interferencia del vector y el control de la

transmision de la enfermedad (Karungi et al., 2013)



Con la finalidad de mejorar la durabilidad y la produccion del cultivo de chile se han
optado por el empleo de medidas de proteccion como es el uso de insecticidas a
gran escala y plantas resistente a virus. Asi mismo, se emplea el control integral y
medidas pragmaticas las cuales se ha buscado combinar en el manejo de virus en

plantas (Kenyon et al., 2014).

Estas précticas consisten en las practicas culturales, uso de insecticidas, agentes
de biocontrol o productos naturales que induzcan resistencia en la planta o afecten
el comportamiento del vector y resistencia poligenética en plantas, remover plantas
enfermas e intervenciones agronémicas, como cambiar las fechas de cultivo, lugar,
etc., sin mucho éxito (Thakur et al., 2019). Asi mismo la implementacion de plantas
resistentes es una forma factible de accion para el control de virus, pero la sinergia
de interaccion de diferentes virus infectando la planta propicia el rompimiento de

esta resistencia (Srivastava et al., 2017).

2.5 Nanoparticulas (NP)

Las nanoparticulas (NP) son particulas de dimensiones menores de 100 nm, poseen
grandes superficies de area por unidad de volumen causando el incremento de sitios
activos cataliticos, estas NP pueden ser producidas de diferentes materiales como
zeolitas, carbon, hierro, plata, oro, paladio, platino, éxidos de platino, 6xidos de
titanio, 6xidos de fierro, 6xidos cobre, 6xidos de zinc, 6xidos de niquel (Santacruz-
Gutiérrez, 2013).

La obtenciéon de NP metélicas puede producirse por distintos métodos fisicos (top-
down) produciendo una distribucion de particula mayor a 10 nm entre los cuales
encontramos por mezcla en fusion, ablacion de laser, deposicién fisica de vapor
entre otros, y los métodos quimicos (bottom-up) siendo altamente estables se
pueden producir por sol-gel, termdlisis, fotorreduccién y microemulsion (Singh et al.,
2018)



Las NP metalicas son de gran interés debido a su forma, tamafio, sitios activos y
area-volumen, ya que su pequefio tamafio les permite facilmente penetrar
membranas celulares y otros tipos de barreras bilégicas provocando una disfuncion
celular (Nel et al., 2006; Xia et al., 2008) las cuales han sido aplicadas contra
distintos patégenos (Huh y Kwon, 2011; Fernandez Moure et al., 2017).

Los mecanismos de accibn mas importantes estudiados son la generacién de
especies de oxigeno reactivo (ROS, por sus siglas en inglés) y uno de los mas
importantes para las plantas en defensa al estrés (Yang et al., 2018), las cuales son
un subproducto de los metalismos oxidativos celulares incluyendo la superoxidacion
de radicales libres, radicales hidroxilo y peréxido (H202) (Gonzalez et al., 2008; Yin
et al., 2012). La sobreproducciéon de ROS puede inducir el estrés oxidativo,
provocando el fallo de las funciones de regulacién-redox (Meng et al., 2009), y el
nivel de produccién dependerd de la naturaleza quimica de la nanoparticula
(Gonzalez et al., 2008).

Para poder mitigar los efectos ocasionados por el estrés oxidativo derivado de la
aplicacion de NPs las plantas activan su mecanismo de defensa tanto enzimatico
como antioxidante. Por lo cual, para mitigar la alteracién de la homeostasis derivado
al incremento de ROS pueden activar superéxido dismutasa (SOD), ascorbato
perdxidasa (APX), catalasa (CAT) (Tan et al., 2018).

El ROS puede provocar dafios en el desarrollo y funcionamiento de la célula,
incluyendo modificacion oxidativa de proteinas, peroxidacion de lipidos,
modificacion de acidos nucleicos, como la ruptura de las hebras de ADN,
modulacién de los genes de expresion, respuestas inflamatorias, las cuales pueden
causar eventualmente cambios en la movilidad, apoptosis, citotoxicidad y efectos
genotoxicos (Stadtman y Berlett, 1998; Shi et al., 2004; Fu et al., 2014)



2.6 Actividad antiviral de las nanoparticulas

Las nanoparticulas han reportado con actividad antibacteriana y antiviral incluyen
plata, hierro, 6xido de hierro, 6xido de cobre, 6xido de zinc, 6xido de aluminio,
diéxido de titanio, oro y galio. Las NPs se han usado para tratamientos médicos,
bactericidas, virales, etiquetado biolégico y tratamiento de algunos canceres
(Aderibigbe, 2017; Gupta et al., 2018). Debido al mecanismo de accién reportado
de las nanoparticulas que consiste principalmente en la interferencia de la sintesis
de ADN, RNA y proteinas, asi mismo la ruptura de membrana (Corréa et al., 2015;
Dakal et al., 2016), se ha observado que esta variedad de mecanismos disminuye
la posibilidad de desarrollar resistencia al microorganismo (Slavin et al., 2017; Singh
et al., 2018)

El uso de NP de 6xidos de metales de plata, hierro, cobre, zinc, aluminio, diéxido de
titanio, oro y galio ha reportado efectos favorables como bactericidas, tratamientos
médicos, fungicidas, como terapia médica para algunas células cancerigenas y a
ciertos virus como el VIH, herpes, influenza y hepatitis (Hasan, 2015;
Aderibigbe,2017). Asi mismo se han reportado efectos favorables de estas
nanoparticulas en virus de plantas (Cuadro 1). Derbalah y Elsharkawy (2019)
estudiaron el efecto las nanoparticulas de 6xido de niquel contra CMV teniendo una
disminucién de hasta cerca de un 95% de la infeccion viral mediante aspersiones
foliares y drenaje, ademas se mejoraron ciertas caracteristicas fisiolégicas de la

planta.

En la actualidad el estudio de la activacion de factores de resistencia o la
induccion de genes en las plantas que tengan una actividad antiviral debido al uso
de nanoparticulas ha llevado al estudio de los mecanismos de accion, el andlisis de
las caracteristicas fisiologicas en funcion de la respuesta de la aplicacion de las NPs
por diferentes autores (Elbeshehy et al., 2015; Zholobak y Kharchenko, 2016, El-
Shazly et al.,2017; Cai et al., 2019; Elsharkaway y Derbalah, 2019), demostrando
igualmente la eficiencia y el potencial de las nanoparticulas como una opcién mas
amigable con el medio ambiente para el manejo de las enfermedades virales en

plantas.



Cuadro 1. Nanoparticulas metélicas y oOxidos metélicas con

(modificado de Vargas-Hernandez et al., 2020).

actividad antiviral

Nanoparticula Infeccion Accion Referencia
NP de plata SHRV Disminucion en la carga viral y Jain et al., 2014
completa supresion de la
enfermedad
NP de diéxido BBSV Reduccién de la severidad de la Elsharkaway vy
de titanio infeccion. Derbalah, 2018
NP de diéxido ToMV Limitacion de infeccion y la Hao etal., 2018
de titanio replicacion viral.
NP de 6xido de TMV Supresion de la velocidad de Caietal., 2019
zinc invasion del virus
NP de 6xido de CMV Disminucion en la severidad e EI-Sawy et al.,
zinc incidencia de la enfermedad 2017a
NP de diéxido TVLCV Reduccion en la severidad de los El-Sawy et al.,
de silice sintomas y de la concentracion 2017b

viral

2.7 Nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO)

Las nanoparticulas (NPs) de ZnO no son téxica, material semiconductor,

fotocatalicas, alta transparencia. Estas NPs han demostrado actividad antibacterial,

fungicida y fotogedradacion y aplicaciones para componentes de compuesto en

drogas, quimioterapias y contra células cancerigenas (Vimala et al., 2014; Ali et al.,

2016).
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Se ha reportado la produccion de ROS y produccién de aniones super 6xidos y
peréxido de hidrogeno en las NP de ZnO (Kumar et al., 2011; Horie et al., 2012). El
mecanismo de accidn reportado consiste en ROS, causando que la membrana filtre
proteinas y acidos nucleicos mediante el aumento de la peroxidacion de lipidos.
Adicionalmente se liberan iones de Zn*? dafiando la membrana celular permitiendo
gue estos iones interactien con los componentes intracelulares (Li et al., 2011;
McDeuvitt et al., 2011).

Por otro lado, la aplicacion de las NP de ZnO en plantas ha reportado diferentes
efectos en las plantas tanto benéficos como adversos. Entre los efectos benéficos
en plantas se encuentra la produccién en el aumento y tipos de proteinas, fibra,
raices, clorofila y grasa vegetal, también promueve la fotosintesis, el crecimiento
foliar y la produccion de bioactivos (Kisan et al., 2015; El-Hak et al., 2019; Joshi y
Somdutt, 2019).

Las NPs también presenta efector adversos en las plantas en las que se han
presentado la disminucion del indice mitético, aumento en la modificacion
cromosOmica y micronucleos, disminucion de raiz y efectos de estrés oxidativo
(McDeuvitt et al., 2011: Joshi y Somdutt, 2019). Sin embargo, esta respuesta varia
en funcion de la concentracion que se aplica (Siddiqgi y Husen,2017), por ejemplo,
una respuesta maxima con respecto al peso seco del brote en plantulas tratadas
con NP de ZnO de 1,5 ppm, mientras que a 10 ppm las nanoparticulas ejercieron

efectos adversos sobre el crecimiento de la raiz (Das y Roychoudhury, 2014).

11



3. HIPOTESIS

La aplicacion de NP de ZnO yTiOz2 reduce significativamente los sintomas de la
enfermedad, la carga viral y su efecto en el rendimiento en chile jalapefio infectado
con virus PHYVV. Asi mismo, sin efectos fitotoxicos, favoreciendo la induccion de
bioactivos de defensa y benéficos al consumidor, en comparacion al manejo

convencional.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la concentraciéon de NPs de ZnO y NPs de TiO2 que se debe aplicar, en
chile infectado con el virus PHYVV, reduciendo significativamente los sintomas de
la enfermedad y su efecto en el rendimiento. Asimismo, sin presentar efectos
fitotoxicos favoreciendo la induccion de bioactivos de defensa y benéficos al

consumidor, en comparacion al manejo convencional.

4.1 Objetivos Particulares

1. Evaluar el efecto de la aplicacién foliar de nanoparticulas (NP) de ZnO en el
comportamiento de variables asociadas a la enfermedad y su efecto en el

rendimiento en chile jalapefio.

2. Elucidar el mecanismo de accion de NP de ZnO en plantas de chile infectadas
con PHYVV.

3. Determinar posibles efectos fitotoxicos derivado de la aplicacion de NP de ZnO

en plantas de chile infectadas con PHYVV.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Evaluacion del efecto de la aplicacion foliar de nanoparticulas (NP) de ZnO en
el comportamiento de variables asociadas a la enfermedad y su efecto en el
rendimiento en chile jalapefio.

5.1.1 Ubicacién del area de investigacion

El experimento se desarroll6 en la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Autonoma de Querétaro, Campus Amazcala. El poblado de Amazcala (Figura 1)
pertenece al municipio del Marqués, Qro., el cual se localiza en el sector Suroeste
del estado, entre los 20° 31’ y 20° 58’ de latitud Norte. La temperatura media oscila
entre los 18 °C y los 24 °C, con un clima predominante subtropical, templado
semiseco.

La experimentacion se realiz6 en un invernadero completamente condicionado para
evitar la posible diseminacion del virus PHYVV, de igual forma se controlaron las
condiciones de cultivo del chile jalapefio Don Benito y chile jalapefio Don Pancho.
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Figura 1. Universidad Autdbnoma de Querétaro, Campus Amazcala, municipio del Marques, Qro (Google Maps, 2023).

5.1.2 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas

La sintesis de nanoparticulas de ZnO se realizé mediante un método de
coprecipitacion quimica con modificaciones menores. Se disolvi6 Zn(CH3COz2)?
(11,2 g) en 50 ml de agua desionizada y se agité durante 30 min. Una vez disuelto,
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se adicionaron 200 mL de agua desionizada y 50 mL de NaOH (0.1 M) hasta aforar

un litro.

Las NP de ZnO se analizaron mediante difraccion de rayos X de angulo bajo (XRD)
con un difractometro Ultima IV Rigaku. Los compuestos se caracterizaron por su
estructura y morfologia mediante micrografias XRD y SEM (microscopia electronica
de barrido) que ilustraron las formas de las aglomeraciones de las NP de ZnO y la
variacion de tamafo de las NP de ZnO. usando un Microscopio Electronico de
Barrido de Alta Resolucion marca HITACHI modelo SU8230.

5.1.3 Material vegetal

Las plantas de chile jalapefio (C. annuum L.) cv. Don Benito y cv. Don Pancho se
utilizaron para los ensayos de infeccion y supresién de PHYVV mediante el uso de
NPs de ZnO y TiO2. Las semillas fueron obtenidas del Instituto Nacional de

Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

Las semillas se germinaron en un sustrato de turba comercial (sustrato 1Q, EE. UU.)
en una cadmara de poliestireno con 200 pozos; se sembrd una semilla por pozo a
una profundidad de 0.2 a 0.3 cm. Posteriormente, se plantaron en vasos de
poliestireno después de la aparicién de 6 a 8 hojas. Luego de 55 dias las plantas se
trasplantaron en bolsas de 9 L con sustrato de tezontle, humus y tierra en proporcion
2:2:5 para produccioén. Las plantas de chile jalapefio se cultivaron en condiciones
de invernadero (23,5 £ 5 °C, humedad de 75,7 + 17,3 % y fotoperiodos de luz de 14
h). A las plantas se les suministré una solucién Steiner para nutricion que fue del 20

% al 100% gradualmente.

5.1.4 Disefo experimental

El disefio experimental se dividi6 en dos experimentos. Estos experimentos
consistieron en la aplicacion foliar de las NPs de ZnO y NPs TiO2. El disefio de
tratamientos se realiz6 mediante un factorial completo, el cual generé 64
tratamientos en la plantula. Utilizamos un disefio experimental completamente al

azar. La unidad experimental fue una planta y diez repeticiones.
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En esta investigacion se consideraron las siguientes variables independientes

1.

Efecto del genotipo del chile jalapefio: cv. Don Pancho y cv. Don Benito,
esto con el propadsito de determinar la influencia que puede tener el genotipo
en la interaccion virus-planta-NPs.

La concentracion de las NPs: se determind para ver el efecto de la
aplicacion de las NPs en la severidad de la enfermedad. Por lo cual se
propusieron las concentraciones de T1:0 mM, T2:50 mM, T3:100 mM, T4:150
mM, and T5:200 mM basado en estudios previos de Shafie et al., 2018; Cai
et al., 2019 y Cai et al., 2020.

El tiempo de aplicacion: se determind para ver el efecto de la aplicacion de
las NPs antes (preventivo) o después (curativo) de la infeccidn del virus. Los
tratamientos se aplicaron 72 hora antes de la infeccion (PRE) y 72 horas
después de la infeccion (POST). Los tiempos de las aplicaciones se basaron
resultados previos publicados por los autores Cai et al., 2019 y Cai et al.,
2020.

La aplicacion de las NPs se realiz6 de forma foliar en suspension con agua

realizando un total de 3 aplicaciones en plantulas y 2 aplicaciones en plantas

cercanas a la floracion (alrededor de 65 dias de edad). La aplicacion de las NPs

para la etapa de produccion se realiz6 a los siete dias del trasplante y al mes de la

Gltima aplicacion. La aplicacion de las NPs se realizé mediante el uso de una bomba

manual de aspersion de 5 L.

Para la etapa de produccién se escogio la variedad de Don Pancho debido la

facilidad visual de identificar los sintomas asociados al PHYVV. De igual manera,

se realiz6 un disefio experimental completamente al azar con cuatro replicas.

Las variables dependientes analizadas en esta investigacion fueron:

1.

Severidad de la expresion del sindrome: Severidad de los sintomas, carga
viral y movilidad del virus.
Efecto en la produccién: altura de la planta, didmetro de tallo, nimero de

floras, nimero de botones florales, numero de flores, nimero de fruto, peso
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del fruto, largo del fruto y ancho del fruto.

3. Actividad enzimética: Superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
peroxidasa (POD), fenilalanina amonio-liasa (PAL), ascorbato peroxidasa
(APX).

4. Actividad no enzimatica: Prolina y peroxido de hidrogeno, actividad
eliminadora de radicales DPPH+ (DRSA), actividad eliminadora de radicales
ABTSe+ (ARSA).

5. Actividad antiviral: Acumulacién y distribucion de las NPs en hojas y

actividad antiviral directa.

5.1.5 Infeccidn del material vegetal

La infeccién del virus PHYVV se realiz6 mediante biobalistica (Garzon-Tiznado et
al., 1993). La inoculacion se realiz6 en la parte apical de las plantas (dos hojas), se
inocul6 con plasmidos plGV21 y pIGV22 cubiertos con particulas de tungsteno (0,7
mm, BioRad). que gentilmente fueron proporcionados por el Centro de Investigacion

y de Estudios Avanzados (CINVESTAYV), campus Irapuato, México.

5.1.6 Evaluacioén de la severidad de la enfermedad

Para la evaluacion del comportamiento asociado a la enfermedad y la elucidacién
del mecanismo de accion de NP de ZnO se realizd bajo condiciones protegidas y
confinadas propuestas en “Guidelines for Ecological Risk Assessment” (US EPA,
1998). En cada tipo de ensayo, una vez que se presentaron los sintomas (entre 4-
8 dias después de la inoculacion) se midieron las variables explicativas las cuales
fueron: sintomas y rendimiento. La evaluacion de los sintomas del PHYVV en los
experimentos se realizé bajo un esquema de variable nominal ordinal basado en

una escala de 1-5 reportada por Torres-Pacheco, et al. (1996).

5.1.7 Cuantificacion viral

Para determinar si existe un efecto antiviral directo en las plantas infectadas segun
el experimento, genotipo, tratamiento y tiempo de aplicacién, se realizd la

cuantificacion viral del PHYVV en hojas. Para la obtencion del DNA fue realizada
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mediante la extraccion de DNA gendmico por el método de Bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) descrito por Lee et al., (1988). Se pesaron 150 mg de
muestra previamente molida con nitrdgeno liquido en un tubo eppendorf de 2 mly
se agregaron 750 pL de buffer CTAB (50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 3% SDS, 1%
2-mercaptoetanol). Se incubaron a 60°C por 30 minutos en bafio maria y se
centrifugo por 10 min a 10,000 xg. Se trasladé el sobrenadante a un tubo nuevo y
se agreg0 750 pyL de cloroformo- alcohol isoamilico (24:1) y se homogenizo con
vortex por 1 minuto. Se centrifugo a 12, 000 rpm por 10 minutos a 4°C y. se recupero
el sobrenadante (fase acuosa). Se coloco en un nuevo tubo eppendorf el
sobrenadante. Se agrego 700 uL de isopropanol frio y 250 yL de acetato de potasio
5M vy se incubd -20 °C por 15 minutos. Se centrifugo a 12, 000 rpm por 10 minutos
a 4°C y se decant6 y lavo con etanol frio al 70 %. y se centrifugo a 10,000 rpm por
5 min. Se desecho y seco el etanol remanente. Se resuspendio el DNA en 50 pL de
buffer TE (10 mM Tris- pH 8.0, 1 mM EDTA).

Para verificar la presencia del DNA se utilizé la electroforesis en gel de agarosa al
2%, utilizando la tincion con GelRed® (Biotium); los geles fueron corridos con buffer
TAE 1X, a 80V por 45 min. La concentracion del DNA se midi6 usando el
espectrofotometro NanoDrop™ 2000 con salida espectral completa (190-840 nm),
empleando 1 pL de las muestras.

La concentracion viral se determind a través de la reacciébn en cadena de la
polimerasa cuantitativa (qPCR) con los primers 240 (5'-
GGCTTATTTGTAATAAGAG-3") y 241 (5-GAATTA-AAGGTACATGGAC-3")
(Torres-Pacheco et al., 1996)., que amplifican un fragmento de 350 pb componente
A del virus. Las condiciones de amplificacion fueron 95°C/2min, para la
desnaturalizacion inicial, 94°C/1min para 45 ciclos, 53°C/1miny 72°C/5 min para la

extension final siguiendo la mezcla de reaccidon descrita en la Cuadro 2.
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Cuadro 2. Mezcla de reactivos para gPCR

Reactivo Cantidad

Mezcla maestra para g°PCR Maxima™ 5uL

SYBR™ Green

Oligonucledtido adelantado 10 uM 0.5 uL
Oligonucleétido de reversa 10 uM 0.5 uL

MgCl2 1L

DNA (100 ng/ uL) 1L

Agua libre de nucleasas Vol. Para ajustar 15 pL

La determinacion de la carga viral de PHYYV se llevo a cabo mediante un protocolo
de expresion relativa segun el método 2-AACT (Liviak et al., 2001) utilizando el gen

del factor de elongacién alfa 1 (EF1-a) de C. annuum como control normalizador.

Para medir el rendimiento se contaron los frutos maduros y se pesaron por cada
unidad experimental. A los frutos se midieron largo, ancho y diametro, asimismo se

pesaron para calcular el rendimiento promedio.

5.1.8 Evaluacion del crecimiento v la produccion del chile jalapefio

Para determinar el efecto en el desarrollo de la morfologia de la planta derivado de
la aplicacion de las NPs se midi6 el tamafio de la planta (cm), diametro del tallo
(mm), nimero de hojas, numero de botones florales y niamero de flores. Las
mediciones se realizaron mediante una regla de madera graduada, un vernier digital

y el uso de una escala blanca.

Para medir el rendimiento se contaron los frutos maduros a los cuales se midieron
largo (cm) y didametro (mm), asimismo se pesaron para calcular el rendimiento

promedio por cada unidad experimental. Ademas, se midié el nimero de frutos. Las

18



mediciones se realizaron con ayuda de una regla graduada, un vernier digital y una

balanza analitica.

5.2. Elucidacion del mecanismo de accién de NP de ZnO en plantas de chile
infectadas con PHYVV.

Para determinar los posibles mecanismos que infieren en la actividad antiviral de
las NPs de ZnO y TiO2, se analizaron las actividad enzimética, capacidad
antioxidante y actividad no enzimatica. Estos con la finalidad de analizar el efecto
gue tuvo en las plantas infectadas la aplicacion foliar de las NPs. Asi mismo, se
analizé la interaccion planta-PHYVV- NPs de ZnO, es decir, si se estimulaba a la
defensa de la planta. Ademas, se examino el mecanismo de respuesta en funcion
del genotipo de cada variedad propuesta. Por otro lado, se estudio la interaccion -
PHYVV- NPs de ZnO, determinando si hay una respuesta antiviral directa en el virus
al ser expuesto directamente a la NPs. Para observar el efecto antiviral directo se
realizé la prueba de reactividad y asi poder determinar que posibles mecanismos

interactlan para que exista un efecto antiviral.

La elucidacion de los mecanismos se realizé de acuerdo con el mejor tratamiento
observado (plantula y maceta) en hojas de plantas de chile jalapefio 3 semanas
después de la infeccién viral tratadas con una aplicacion foliar de NPS de ZnO a
100 mM y NPs de TiO2 a 100 mM utilizando como tratamiento efectivo después de

la infeccion.

5.2.1 Movilidad viral

Para determinar si la aplicacion de las NPs pudiese tener algun efecto en el virus
aparte de disminuir su carga viral (reproduccién), también se analizo la restriccion
de la movilidad del virus. La movilidad de PHYVV se cuantifico mediante la carga
viral en las hojas apical y las hojas medias. La cuantificacion se realizo siguiendo la

metodologia descrita en el aparatado 5.1.7.
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5.2.2 Actividad enzimética

La actividad SOD se determin6 segun el método descrito por Hayayt et al. (2018),
el cual fue estimado por la inhibicion de la reduccién fotoquimica del nitro azul
tetrazolio (NBT). La mezcla de reaccion contenia 1,5 mL de tampon fosfato (0,5 M,
pH 7,8), 0,3 mL de EDTA-Naz (0,1 mmol/L), 0,3 mL de metionina (0,13 mmol/L), 0,3
mL de NBT (0,75 mmol/L), 0,3 mL de mL de riboflavina (0,02 mmol/L), 0,05 mL de

extracto enzimatico y 0,25 mL de agua destilada para un volumen total de 3 ml.

La actividad CAT se determind segun el método descrito por Afiyanti & Chen (2014)
con una modificacion menor. Se afadié una alicuota de 10 pL del extracto
enzimatico a 200 pL de tampdn de extraccion (tampdn fosfato 50 mM, pH 8,0) y 20
ML de perdxido de hidrégeno (100 mM); la absorbancia se midié a 240 nm cada 1

min durante 6 min.

La actividad POD se determind utilizando el kit de ensayo Amplex® Red para
peroxidasa de Invitrogen (n.° de cat. A22188) siguiendo las instrucciones del

fabricante; la absorbancia se midié a 560 nm.

La actividad PAL se determind segun el método descrito por Toscano et al. (2018)
con una modificacion menor. Se afiadié una alicuota de 20 pul del extracto enzimatico
a 200 pl de tampdn de extraccion (borato a 0,1 M, L-fenilalanina 10 mM, pH 8,8). la
mezcla se agitoé y se incubd durante 60 min a 40 °C. La reaccion se detuvo con 50
uL de solucion de HCI (1 N) y se dejé reposar por 10 min; la absorbancia se midio

a 290 nm. El tampdn de extraccion se utilizé6 como blanco.

APX se determiné de acuerdo con el método descrito por Murshed et al. (2008). En
primer lugar, se homogeneizaron 200 mg de muestra de hoja pulverizada en 1 ml
de tampon MES/KOH 50 mM (pH 6,0), que contenia KCI 40 mM, CaClz 2 mM, &cido
L-ascorbico (AsA) 1 mM y 1 ml de AsA (1 M) y se centrifugd a 14.000 g durante 10
min a 4 °C. Se colocaron 185 pl de tampon de reaccion (/pocillo) (PBS 50 Mm y AsA
0,25 mM, pH 7,0) y 10 pl de sobrenadante de muestra en cada pocillo de la

20



microplaca y se afiadieron 5 pl de H202 200 mM. La reaccién se midié a 290 nm. La

actividad relativa de cada enzima se mencioné como unidad mg de proteina.

La actividad de captacion de radicales DPPH+« (DRSA) en hojas se determind de
acuerdo con el método descrito por Chen et al. (2012). Se afiadié una alicuota de
20 pL del extracto metanolico a 200 pL de radical DPPH+ (0,1 mM) en solucion de
metanol. La absorbancia se midié a 515 nm. Se us6 metanol en lugar de DPPH-
para el blanco, mientras que se usé agua destilada en lugar de extracto para el

control.
El DRSA se calcul6 a través de la siguiente ecuacion:

DRSA (%) = [1- (A muestra — A blanco/A control)] x 100
donde A es el valor de la absorbancia a As1s nm

ABTS -+ actividad captadora de radicales (ARSA).

El ARSA de las hojas se determin6 segun el método descrito por Re et al. (1999).
Inicialmente, el radical cationico ABTSe<+ se generé mezclando la solucion madre de
ABTS (7 mM) con persulfato de potasio (2.45 mM); la mezcla resultante se dejo
reposar en la oscuridad durante 12 h a temperatura ambiente. Luego, la solucion
radical ABTS++ se diluyo en solucién salina tamponada con fosfato (PBS, 0.15 M,
pH 7.4) para obtener una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a 730 nm. Para el ensayo se
mezclaron 230 uL de esta solucidn diluida con 20 uL del extracto de hojas. La
absorbancia se midié6 a 730 nm de 1 a 6 min después de la mezcla inicial, en
condiciones de oscuridad. Se usé PBS en lugar de ABTSe+ para el blanco, mientras
que se uso6 agua destilada en lugar del extracto para el control. El ARSA se calculé

a través de la siguiente ecuacion:

ARSA (%) = [1- (A muestra — A blanco/A control)] X 100
donde A es el valor de la absorbancia a A730 nm

La concentracion de prolina se determin6 segun el método descrito por Lee et al.
(2018). En primer lugar, se homogeneizaron 300 mg de muestra de hoja pulverizada

con nitrogeno liquido en acido sulfosalicilico al 1%. Luego se hicieron reaccionar
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100 pL de extracto de muestra con 200 pL de ninhidrina acida (1.25 (p/v) de
ninhidrina en acido acético al 80 % (v/v)) y se calentd hasta 100 °C durante 60 min.

La absorbancia se midi6é a 520 nm.

El perdxido de hidrogeno se determind segun el método descrito por Junglee et al.
(2014). Los primeros 150 mg de muestra de hoja pulverizada con nitrégeno liquido
se homogeneizaron con 0,25 ml de &cido tricloroacético (TCA) (0,1 % (p:v)), 0.5 ml
de KI (1 M) y 0.25 ml de tampon de fosfato de potasio (10 mM, pH 5.8) . La

absorbancia se midié a 350 nm

5.2.3 Acumulacion de NPs en las hojas infectadas con PHYVV.

Las muestras de hojas del tratamiento curativo T3 (100 mM de NPs), WC, GV y ZnO
NPs se analizaron con SEM a través de un corte diagonal de 0.3 mm en las
muestras tratadas con glicerol para observar la acumulacion y posibles efectos

antivirales en hojas de plantas de chile jalapefio cv. Don Pancho y cv. Don Benito.

5.2.4 Prueba de reactividad

El extracto de ADN se obtuvo mediante una extraccion de hojas de chile jalapefio
infectado con PHYVV por el método CTAB descrito en el apartado 5.1.7. El extracto
de ADN vegetal infectado con PHYVV y tungsteno se mezclé con las NPs para
obtener una dosis de 100 mM. El extracto con material viral se puso en contacto
inmediato (5 s) con las NPs. Se utiliz6 agua destilada para el control en blanco. La
mezcla interactu6 en condiciones in vitro a temperatura ambiente. Para observar el
efecto antiviral, la mezcla se inocul6 en plantulas de jalapefio cv. Don Pancho y cv.
Don Benito (con 4-6 hojas). El inoculo que contenia las NPs-Virus después del
tiempo de interaccion in vitro se introdujo a la planta por biobalistica. El propésito de
la infeccién con el inoculo expuesto a las NPs fue para ver la actividad antiviral
directa mediante la cuantificacion de la concentracion viral. Los tratamientos testigo
fueron WC y GV. El experimento consisti0 en siete plantas como unidades

experimentales.
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5.3. Determinacion de posibles efectos fitotoxicos y toxicos al consumidor derivado

de la aplicacion de NP de ZnO en plantas de chile infectadas con PHYVV.

5.3.1 Determinacion de efectos fitotoxicos

5.3.1.1 Prueba de germinacion

Las NPs de ZnO se suspendieron en agua desionizada (pH 6,4) en diferentes
concentraciones 100, 150 y 1000 mM.y para las NPs de TiO2 el de igual
exceptuando la concentracion més alta la cual fue de 3200 mM. Las semillas de
chile jalapefio cv. Don Pancho y cv. Don Benito se expusieron a estas
concentraciones basado en la investigacion reporta por Magafia-Lopez et al. (2022).
Las suspensiones de las NPs de ZnO se dispersaron por sonicacion y almacenaron

en la ausencia de luz antes de su uso.

Para los ensayos de imbibicion se sumergieron 45 semillas en 50 mL de las NPs de
ZnO y NPs de TiOz2 por tratamiento en ambas variedades. Las semillas se incubaron
durante 1 h con ligera agitacién y luego se colocaron en un papel de filtro (Whatman
grado 1) dentro de una placa de Petri. En cada placa se colocaron 15 semillas para
evitar aglomeraciones y permitir el crecimiento de estas. Este experimento fue por
triplicado Las cajas Petri se cerraron para asegurar mantener la humedad. La
germinacion de semillas fue evaluada diariamente segun lo determinado por la
aparicion de la radicula. Después de 25 dias, se evalu6 la altura de la planta,
diametro de tallo y largo de raiz. Las plantulas se almacenaron a -80 C para posterior

analisis.

5.3.1.2 Determinacion de actividad enzimatica

Para la deteccién una posible respuesta a la toxicidad de las semillas de chile
jalapefio al ser expuestas a las NPs de ZnO y a las NPs de TiO2 se analiz6 las
enzimas implicadas en la defensa de la planta a nivel celular y subcelular I. Las

enzimas analizadas fueron superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
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peroxidasa (POD). Para su determinacion se usaron las referencias anteriormente

mencionadas en el aparatado 5.2.1.

5.3.1.3 Prueba en planta

Para determinar si se puede generar fitotoxicidad en las plantas de chile jalapefio
derivado a exposiciones mayores de NPs a las propuestas como antivirales se
realizo una prueba en plantulas hasta la fase de produccion. Este ensayo consistid
en exponer de manera foliar con 3 aplicaciones cada semana a las plantas. Las
concentraciones propuestas que consistieron en 100 y 1000 mM de NPs de ZnO en
ambas variedades. Después de una semana de la aplicacién foliar de las NPs se
tomaron muestras de hojas y fruto de ser el caso. Las muestras se conservaron a -
80 para su posterior andlisis. La unidad experimental fue de 16 plantas por
tratamiento para cv. Don Pancho y cuatro plantas por tratamiento para cv. Don
Benito.

5.3.1.4 Determinacion del efecto fisioldgico

Se midi6 el posible efecto fitotoxico a la exposicion de NPs mediante la
cuantificacion de las variables altura, diametro de tallo, cuantificacion de clorofila
(SPAD), numero de hojas, niumero de botones, numero de flores y nimero de frutos.
Dependiendo de la variable se midieron con una escala blanda mediante conteo
debido al caracter cuantitativo discreto del nimero de hojas, botones, flores y fruto.
Mientras que para las demas variables se utilizd una regla de madera y un vernier

digital.

5.3.1.5 Determinacion bioguimica al estrés

Para la deteccién de otros bioactivos implicadas en la defensa de la planta a nivel
celular y subcelular | se cuantificaron las enzimas CAT, peroxidasa, POD vy
ascorbato peroxidasa. De igual manera se midié prolina usando las referencias

anteriormente mencionadas en el aparatado 5.2.1, 5.2.2 y 5.2.3.
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5.4 Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el andlisis de varianza (ANOVA)
mediante el uso de software JMP. La media de los tratamientos fue analizada
utilizando Turkey, HSD. Para la comparacion de las medias se considerd un valor
de alfa dependiendo del tipo de error asumido, es decir, error tipo A o error tipo B
(Cochran yCox 1990).

6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados presentados a continuacion fueron obtenidos de la experimentacion
de las NP de ZnO asi como de las NPs de TiOz2, las cuales se probaron como
posibles antivirales de forma paralela durante la realizacién de esta tesis. Por lo cual
se detallaran los resultados obtenidos como posibles antivirales de las dos NPs
contra el virus PHYVV.

6.1 Evaluacién del efecto de la aplicacion foliar de nanoparticulas (NP) de ZnO y

NPs de TiO2 en el comportamiento de variables asociadas a la enfermedad y su
efecto en el rendimiento en chile jalapefio.

6.1.1 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) fueron examinadas mediante SEM para determinar el tipo
de morfologia, estructura y tamafio. La morfologia de las NP de ZnO fue de wurtzita
y se ilustra en la Figura 2 (a, b). Se observo que el nanomaterial es consistente con
aglomeraciones irregulares con formacion de estrellas o flores y que la NPs de ZnO
de forma individual tienen una forma de wurtzita. El tipo de NPs se confirmé
mediante XRD (Figura 2c) por angulos bajos utilizando los angulos de referencia del
material informados por Kumar et al. (2013). Asimismo, se obtuvo el tamafio de las
NP de ZnO, las cuales tienen un tamafo largo de 33,44 nm a 148,229 nm y un

tamafio ancho de 13,907 nm a 15,662 nm. Lo cual confirma que es un nanomaterial.
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Figura 2. Imagen SEM de las nanoparticulas de ZnO: a) Forma de los aglomerados de NP de ZnO, b) Estructura y forma de
las NP de ZnO individuales y, c) patron XRD de las NP de ZnO preparadas

De igual manera, las NPs de TiO2 fueron examinadas mediante SEM y XRD. El
analisis demostré que estas NPs tiene una forma esférica con un tamafio promedio
individual de formadas aparecieron aproximadamente 11 nm a 15 nm (Fig. 3). Por
otro lado, las NPs formaron aglomerados de grupos irregulares, las cuéles tiene un
tamafo de aproximadamente 0,6 micrones, formando vacios intersticiales (Fig. 3a,
b).

Por otro lado, el andlisis del XRD permitid. determinar la fase cristalina
correspondiente a las nanoparticulas de TiO2 preparadas (Fig.3c). Se identific6 una
combinacion de polimorfos de la fase anatasa, con una menor fase de brookita. El
analisis mediante el método de Rietveld con el software GSAS-II, determind que el
porcentaje en peso de los polimorfos correspondio al 91% para anatasa y 9% para
la brookita, con tamafios de cristal promedio de 11,6 nm y 13,5 nm,

respectivamente.
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Figura 3. Imagen SEM de las nanoparticulas de TiO2: a) Forma de los aglomerados de NP de TiO2, b) Estructura y forma de
las NP de TiO2 individuales y, c) patrén XRD de las NP de TiO2 preparadas

Los resultados obtenidos demuestran que ambas NPs cumple con los tamafios
necesarias para ser considerados un nanomaterial. Debido a sus propiedades
Gnicas, como su pequefio tamafio, forma y estructura (Joshi et al.,, 2019), los
nanomateriales han sido utilizados contra diversos patégenos como los virus
(Kumaraswamy et al., 2019; Vargas-Hernandez et al., 2020). Esto es de suma
importancia, ya que entre mas pequefias son las NPs, las células no las reconocen
como cuerpos extrafios facilitando su entrada a través de los poros de la membrana
(Salatin et al., 2015).

El tamafio pequefio de las NPs facilita la difusién en las células, que a su vez es
afectada por translocacién y distribucion en las plantas (Hu et al., 2020). En las
plantas, el tamafio celular afecta no sélo a la biodistribucion sino también a la
cinética de liberacion y absorcién celular (Lee y Jun, 2019). La absorcion de NP

puede activarse mediante varios sistemas de defensa enzimaticos y no enzimaticos
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(Rico et al., 2015). Un efecto similar ocurre con la forma de las NPs, ya que se ha
demostrado que afecta la penetracion celular, el tiempo de circulacion, la

biodistribucién y el tiempo que puede permanecer en las células (Lee y Jun, 2019).

6.1.2 Evaluacion de la severidad de la enfermedad.

En este estudio se observé una reduccion significativa de los sintomas. Los
resultados sugieren con una confiabilidad de un a=0.0007 que las NPs de ZnO
reducen los sintomas provocados por PHYVV (Fig.4). Asi mismo, los mejores
tratamientos fueron 100 mM y 150 mM de NPs de ZnO, siendo el mejor tratamiento
100 mM, basado en que no existié diferencia estadisticamente significativa entre

ambos tratamientos.

Sanidad general

1.5

0.5

o
3
<
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Figura 4. Efectos de las aplicaciones de ZnO NPs sobre la severidad de la enfermedad de PHYVV en plantas de chile jalapefio
cv. Don Pancho y cv. Don Benito en general. Distintas letras son estadisticamente significativas (a=0.0007), Tukey (n=15 por
tratamiento).

Sin embargo, asumiendo el error tipo B, ergo las medias son todas diferentes,
encontramos que a un a = 0.18 que el tiempo de la aplicacion de ZnO NPs tiene un
efecto en la disminucion de los sintomas de la enfermedad (Cuadro 3). Por lo cual,
se puede asumir que en el 82% de los casos la oportunidad de aplicacién influye en

la sanidad del chile jalaperio.

28



El efecto del genotipo como una variable independiente también fue estudiado. Los
resultados demuestran con un a de 0.77 que el genotipo no tiene efecto en la
severidad de la enfermedad incluso asumiendo un error tipo B. Si bien, con respecto
al tiempo de aplicacion segun el genotipo, se pudo observar que el efecto de
inmunizaciéon de PHYVV en la disminucién de los sintomas difiere segun el tiempo
de aplicacion como se muestra en el Cuadro 3. En la interaccién del genotipo y
tiempo de aplicacion cv. Don Benito con un a de 0.0430, en el caso de cv. Don
Pancho el a fue 0.0066 asumiendo un error tipo A fueron significativamente

estadisticamente para ambos casos (Fig.5).

Cuadro 3. Efecto sobre la varianza de la variable independiente tiempo de aplicacion de las NPs de ZnO sobre la infeccion
viral en Chile Jalapefio, asi como la interaccion de cada cv. con el tiempo de aplicaciones, el tiempo de interaccién de las
aplicaciones con cada CV y la interaccion de los dos cultivares con el tiempo de aplicaciones.

Variable Mejor tratamiento Valor de
a
Tiempo de aplicacion Tratamiento PRE 0.1802
Genotipo NS 0.7700
Interaccion entre cv. Don Benito y el POS cv. Don Benito 0.0430
tiempo de aplicacion
Interaccién entre cv. Don Pancho y el PRE cv. Don Pancho 0.0066
tiempo de aplicacion
Interaccion entre PRE y el genotipo PRE cv. Don Pancho 0.0062
Interaccion entre POST y el genotipo POS cv. Don Benito 0.0043
Interacciébn genotipo y tiempo de PRE cv. Don Pancho 0.0010
aplicacion

NS: No significancia estadistica

La interaccion entre genotipo y tiempo de aplicacién, el mayor efecto de
inmunizacién fue antes de la inoculacion en el caso cv. Don Benito, es decir una
aplicacion preventiva mientras que en cv. Don Pancho fue después de la
inoculacion, es decir de forma curativa (Fig. 5a). En este contexto, el tiempo de
aplicaciéon puede estar induciendo una respuesta en el sistema de inmune de la

planta dependiendo de la variedad.
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Figura 5. Efecto sobre la severidad de la enfermedad causada por el virus PHYVV en plantas de chile jalapefio cv Don Pancho
y cv Don Benito: tratamientos con ZnO NPs: a) Efecto en la severidad de la enfermedad en funcién del tiempo de aplicacion
segun el cultivar, b) Efecto sobre los sintomas causados por el virus PHYVV en cv Don Pancho y cv. Don Benito como
aplicacion preventiva (* indique un a = 0.1 suponiendo un error tipo B), c) Efecto sobre los sintomas provocados por el virus
PHYVV en cv Don Pancho y cv. Don Benito como aplicacion curativa. El nimero de plantas por tratamiento fue n = 15. Las
barras de error representan la media + errores estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas frente a los
tratamientos utilizando la prueba de Tukey (a = 0,05)

La reduccién de los sintomas fue significativa estadisticamente dependiendo del
tiempo de aplicacion en cada cultivar particularmente (Figura 5). El cv. Don Benito
el efecto fue significativo en la reduccion como PRE con un a de 0.0018 mientras
gue como POST el a tuvo un valor de 0.0190, es decir, la disminucion de los
sintomas es mayor cuando se aplica antes de la infeccién. Sin embargo, en el caso
de cv. Don Pancho la disminucion de los sintomas fue significativa asumiendo un
error tipo A como POST con un a de 0.0006 mientras que como PRE el a fue de
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0.0082. Esto implica que puede haber una respuesta especifica en el mecanismo
de respuesta en la reduccién de la severidad de PHYVV dependiendo del cultivar

derivado de la aplicacion de las NPs de ZnO.

Los resultados demuestran que las NPs de TiOz en todas las concentraciones
aplicadas reducen la severidad de PHYVV con un a menor de 0.0001. Como se

muestra en la Fig. 6 el mejor tratamiento aplicado fue el de 100 mM.

Sanidad en general
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Severidad de PHYVV

Tratamientos

Figura 6. Efectos de las aplicaciones de TiO, NPs sobre la severidad de la enfermedad de PHYVV en plantas de chile
jalapefio cv. Don Pancho y cv. Don Benito en general. Distintas letras son estadisticamente significativas (a=0.0001), Tukey
(n=15 por tratamiento).

Los resultados demuestran que el tiempo de la aplicacion de las NPs de TiO:2 tiene
un efecto en la disminucion de los sintomas de la enfermedad (Cuadro 4). Por lo
cual, se puede asumir con un a menor de 0.0001 que la oportunidad de aplicacion
influye en la sanidad del chile jalapefio. Siendo la mejor oportunidad de aplicacion
POST.

El efecto del genotipo como una variable independiente también fue estudiado. Los
resultados demuestran con un a de 0.0335 que el genotipo tiene efecto en la
severidad de la enfermedad. Si bien, con respecto al tiempo de aplicacion segun el
genotipo, se pudo observar que el efecto de inmunizacion de PHYVV en la
disminucién de los sintomas difiere segun el tiempo de aplicacion como se muestra

en el Cuadro 4. La interaccion del genotipo y tiempo de aplicacion cv. Don Benito
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presento un a de 0.4343, por lo cual no se presenta diferencia ningun efecto, ni
siguiera asumiendo un error tipo B. En el caso de cv. Don Pancho el a fue 0.0001

asumiendo un error tipo A, lo cual indica que esta variedad el efecto es significativo
(Fig.7).

Cuadro 4. Efecto sobre la varianza de la variable independiente tiempo de aplicacién de las NPs de TiO; sobre la infeccién
viral en Chile Jalapefio, asi como la interaccion de cada cv. con el tiempo de aplicaciones, el tiempo de interaccion de las
aplicaciones con cada CV y la interaccion de los dos cultivares con el tiempo de aplicaciones.

Variable Mejor tratamiento Valor de
a
Tiempo de aplicacion Tratamiento POST 0.0001
Genotipo cv. Don Pancho 0.0335
Interaccién entre cv. Don Benito y el NS 0.4343
tiempo de aplicacion
Interaccion entre cv. Don Pancho y el POST cv. Don Pancho 0.0001
tiempo de aplicacion
Interaccion entre PRE y el genotipo PRE cv. Don Benito 0.0324
Interaccién entre POST y el genotipo POS cv. Don Pancho 0.0001
Interaccién genotipo y tiempo de POS cv. Don Pancho 0.0001
aplicacion

La interaccion entre genotipo y tiempo de aplicacién, el mayor efecto de
inmunizacioén fue despues de la inoculacion en el caso cv. Don Pancho, es decir una
aplicacién curativa mientras que en cv. Don Benito fue antes de la inoculacién, es
decir de forma preventiva (Fig. 7a). En este contexto, el tiempo de aplicacion puede
estar induciendo una respuesta en el sistema de inmune de la planta dependiendo

de la variedad.

32



Sanidad

3.5
a
3 a_b b
2 25
>—
T
S 2
© C
©
_‘15 1.5 [
5]
3 1 J
wv L
0.5
0
Post-Be-Ti-GV Post-Pa-Ti-GV Pre-Be-Ti-GV Pre-Pa-Ti-GV
POST Tratamiento
PRE Tratamiento
3 2.5
2.5
e o @
2| s N 7
T o
NN %
s ENE T 7
\ 7
JEN\E| 7
N\ 7
N
\ Z
05 % %
ol N %

cv. Don Pancho cv. Don Benito
®WPHYVV @ Comercial @50 mM

cv. Don Pancho cv. Don Benito
®PHYVV B Comercial 250 mM

B100mM E150 mM #1200 mM
E100mM E 150 mM F1200 mM

Figura 7. Efecto sobre la severidad de la enfermedad causada por el virus PHYVV en plantas de chile jalapefio cv Don Pancho
y cv Don Benito: tratamientos con TiO, NPs: a) Efecto en la severidad de la enfermedad en funcion del tiempo de aplicacién
segun el cultivar, b) Efecto sobre los sintomas causados por el virus PHYVV en cv Don Pancho y cv. Don Benito como
aplicacion preventiva c) Efecto sobre los sintomas provocados por el virus PHYVV en cv Don Pancho y cv. Don Benito como
aplicacion curativa. El nimero de plantas por tratamiento fue n = 15. Las barras de error representan la media * errores
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas frente a los tratamientos utilizando la prueba de Tukey (a = 0,05)

Esta reduccion de sintomas se muestra en la Fig. 8, en donde se puede observar
plantas con un desarrollo normal o superior en contraste al control positivo. En el
caso particular del control PHYVV se observé una remision de la enfermedad en
todos los tratamientos con NPs, ademas de un desarrollo fisiol6gico superior al

control positivo.
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Figura 8. Efecto sobre los sintomas causados por virus PHYVV en plantas de chile jalapefio cv Don Pancho y cv Don Benito:
tratatados con NPs de ZnO:y NPs de TiO2 a) Efecto sobre los sintomas causados por virus PHYVV.en plantas con aplicacion
de NPs y sus controles en cv. Don Pancho b) efecto de la aplicacion de las NPs de ZnO a 100 mM POST (T3) en chile
jalapefio cv Don Pancho y el control PHYVV (GV) y c) efecto de la aplicacion de las NPs de ZnO a 100 mM POST (T3) en
chile jalapefio cv Don Benito y el control PHYVV (GV).

Los resultados previos con respecto a la severidad de la enfermedad demuestran
gue cada variedad responde de manera diferente a la aplicacion de las NPs. Por lo
cual la respuesta derivada de la aplicacion de la NPs puede ser de forma directa o
indirecta contra el virus provocada por la induccién de la resistencia sistémica
((Elsharkawy y Derbalah, 2019). En este contexto, la disminucion de los sintomas

puede estar relacionada por efectos directos de las NPs en la particula viral,
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mediante la induccion del mecanismo de defensa de la planta mediante la induccion

de resistencias y/o la inmediata muerte o destruccion del virus (Cai et al., 2019).

6.1.6 Cuantificacién viral

Derivado de la aplicacion foliar de las NPs se presentd una disminucion de la carga
viral significativa estadisticamente en todos los tratamientos con NPs de ZnO
comparado con el control PHYVV (Fig 79) con una confiabilidad de un a de 0.0625,
asumiendo un error tipo B. Es decir, se asume que hay un 94% de que los

tratamientos de NPs de ZnO puedan reducir el inoculo viral.

Los resultados presentados en la Figura 9 demuestran que los tratamientos de 100

mM y 200 mM fueron significativos para ambas variedades de chile jalapefio.
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Figura 9. Efecto de la aplicacion de NPs de ZnO en los niveles virales en general para ambos cultivares (a=0.0625).

Se determino si el genotipo o el tiempo de aplicacion podria afectar en el tiempo de
infeccion o replicacion del virus en la planta (Cuadro 5). Los resultados en el Cuadro
2 indican con un a de 0.53, aun asumiendo un error tipo B que no hay diferencias

entre el tiempo de aplicacién, es decir PRE o POST. Sin embargo, el genotipo si
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afecta la infeccion o replicacién del virus con un a de 0.0127 asumiendo el error tipo
A. El andlisis estadistico indica que la variedad afecta la accion como un posible
antiviral de las NPs, lo cual podria sugerir que pueden actuar diferentes mecanismos

de defensa contra el virus.

Cuadro 5. Efecto de la varianza en el tiempo de aplicacion de las NP de ZnO de la variable independiente sobre la carga viral
de la planta de Chile Jalapefio, la interaccion de cada cultivar con el tiempo de aplicacion, la interacciéon genotipo. y la
interaccién de los dos cultivares con el momento de las aplicaciones.

Variable Mejor tratamiento Valor a
Tiempo de aplicacion NS 0.53420
Cultivar cv. Don Benito 0.0127
Interaccion cv. Don Benito y tiempo de aplicacion POS cv. Don Benito 0.0243
Interaccién cv. Don Pancho y tiempo de aplicacion NS 0.8122
Interaccién PRE vy cultivar NS (cv. Don Benito)* 0.3094
Interaccién POST vy cultivar POST cv. Don Benito 0.0152
Interaccion genotipo y tiempo de aplicacion POST cv. Don Benito 0.0519

NS: No significancia estadistica *ndica una predominancia de la variedad de chile inferior al 80% utilizado en esta
investigacion.

El efecto de la interaccidén genotipo y tiempo de aplicacion se puede observar en la
Fig. 10. Los resultados sugieren que el tiempo de aplicacion de las NPs de ZnO
tienen diferentes efectos en la disminucion de la carga viral. En el Cuadro 5 se
observa que en el caso de la cv. Don Benito el mejor tiempo de aplicaciéon es POST
(después de la infeccidon) con un a de 0.0519. Por el contrario, cv. Don Pancho y el
tiempo de aplicacion no hubo diferencias estadisticas significativas ni asumiendo un

error tipo B, con un a de 0.8122.

Sin embargo, la interaccion del cultivar con el virus si se ve afectado por el tiempo
de aplicacion en el titulo viral (Cuadro 6). En ambas variedades las diferencias de
las medias indica que ambas variedades los valores de a fueron significativos
estadisticamente. En el caso de cv. Don Pancho PRE tuvo un valor de a de 0.0082
y POST con un valor de a de 0.0006. Para la variedad de Don Benito el valor de a
en PRE fue de 0.0018 y para POST fue de un valor de a de 0.0190.
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Cuadro 6. Valor del analisis de varianza de Fisher segun los niveles virales. Tiempo de aplicacion de las NP de ZnO,
considerando la respuesta en carga viral en cada cultivar y tiempo de aplicacién.

PRE Tratamiento (Valor a) POST Tratamiento (Valor a)

Don Pancho 0.0082 0.0006

Don Benito 0.0018 0.0190

Los resultados muestran que el tiempo de aplicacién tiene un efecto entre la
respuesta NPs-Virus-Planta. Esto se puede observar en el Cuadro 5y en la Fig. 10
en donde se ve que cada variedad responde de manera significativa
estadisticamente al tiempo de aplicacion con una mayor respuesta a PRE o POST
aplicacion, asumiendo un error tipo A. En este contexto el cv. Don Pancho tiene un
efecto mayor en la disminucioén de la carga viral cuando las NPs de ZnO se aplican

POST. Mientras que para el cv. de Don Benito el efecto es predominante en PRE.
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Figura 10. Efectos de las aplicaciones de ZnO NPs sobre la multiplicacién de PHYVV en plantas de chile jalapefio cv. Don
Pancho y cv. Don Benito con 55 dias de edad. a) el tratamiento preventivo fue de NPs de ZnO 72 h antes de la infeccion y b)
el tratamiento curativo fue de NPs de ZnO 72 h después de la infeccién Las letras diferentes son estadisticamente
significativas (P<0.05), Tukey’s (n=10 por tratamiento). c) Efectos de las aplicaciones de ZnO NPs sobre la movilidad y
multiplicacion de PHYVV en plantas de chile jalapefio cv. Don Pancho como tratamiento preventivo y d) Efectos de las
aplicaciones de ZnO NPs sobre la movilidad y multiplicaciéon de PHYVV en plantas de chile jalapefio cv. Don Pancho como
tratamiento curativo Distintas letras son estadisticamente significativas (P<0.05), Tukey’s (n=4 por tratamiento).

En la Fig. 10 se puede observar el efecto de la reduccion del titulo viral en cada
variedad. En el caso del cv. Don Benito la reduccién de la carga viral fue mayor en
comparacion a el cv. Don Pancho. Lo cual puede estar implicado a las respuestas
particular de la variedad a la aplicacion de las NPs de ZnO. Por los cual, sugiere
que la posible accion viricida de las NPs puede estar ligados a la respuesta de la
planta a la exposicion de las NPs.

Las respuestas derivadas de la aplicacion de las NPs de ZnO como PRE para cv.
Don Pancho y cv. Don Benito las mejores concentraciones fueron 150 y 200 mM
(Fig 10b). Sin embardo, como POST aplicacion la respuesta en la disminucion del
titulo viral fue diferente. Para el cv. Don Pancho los mejores tratamientos fueron 50

y 200 mM, mientras que para el cv. Don Benito fueron 100 y 150 mM (Fig 10c).
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Los resultados demuestran que el tratamiento de 200 mM reduce significativamente
la carga viral con un a menor del 0.0001. Como se puede observar en la Fig. 11 los
tratamientos de 50, 100 y 200 mM redujeron significativamente la carga viral en

comparacion a los controles PHYVV y comercial.
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Figura 11. Efectos de las aplicaciones de TiO, NPs sobre la multiplicacién de PHYVV en plantas de chile jalapefio cv. Don
Pancho y cv. Don Benito con 55 dias de edad. a) el tratamiento preventivo fue de NPs de TiO, 72 h antes de la infeccién y
b) el tratamiento curativo fue de NPs de TiO, 72 h después de la infeccién Las letras diferentes son estadisticamente
significativas (P<0.05), Tukey’s (n=10 por tratamiento). c) Efectos de las aplicaciones de TiO, NPs sobre la movilidad y
multiplicacion de PHYVV en plantas de chile jalapefio cv. Don Pancho como tratamiento preventivo y d) Efectos de las
aplicaciones de TiO, NPs sobre la movilidad y multiplicacion de PHYVV en plantas de chile jalapefio cv. Don Pancho como
tratamiento curativo Distintas letras son estadisticamente significativas (P<0.05), Tukey’s (n=4 por tratamiento).

Con respecto al tiempo de aplicacion se puede observar en la Fig. 11, que cv. Don
Benito tuvo una disminucién mayor de la carga viral en POST mientras que cv. Don

Pancho tuvo en PRE. Lo cual indicaria al igual que con las NPs de ZnO que el
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mecanismo de defensa y la accion de la NPs como posible antiviral dependeré del

mecanismo de accion que se active en respuesta NPs-Planta-Virus.

6.1.7 Efectos de la aplicacion de ZnO NPs en la movilidad del PHYVV.

El efecto de la movilidad se analiz6 mediante la cuantificacion de la carga viral en
las hojas apicales y medias para determinar si se podria afectar por la aplicacion
foliar de las NPs de ZnO (Cuadro 7). Los resultados muestran que la movilidad del
virus se ve influenciada por los tratamientos de NPs con una confiabilidad de un a
de 0.0056.

Cuadro 7. Valor del andlisis de varianza de Fisher segun la movilidad de PHYVV. Tiempo de aplicacién de las N.P. de ZnO,

Variable Mejor tratamiento Valor de a
Tiempo de aplicacion PRE tratamiento 0.0321
Concentracion 100 mM 0.0056
Posicién del virus NS 0.5088
PRE-posicion del virus Hojas apical 0.1170
POST- posicion del virus N.S. (Hojas medias)* 0.6764

NS: No significancia estadistica *|ndica una predominancia de la variedad de chile inferior al 80% utilizado en esta
investigacion

La movilidad y la cargar viral se midieron solo en el cv. Don Pancho debido a la
facilidad visual de la expresion de los sintomas. Los resultados muestran que en las
hojas apicales como en las hojas medias hubo una limitacién de la movilidad de la
parte media a la zona apical de la planta. En la Fig. 12 se muestra que el mejor
tratamiento en general en la disminucion de la carga viral y la limitacion de la
movilidad es el de 100 mM, siendo la misma concentracion la mejor para la

reduccion de sintomas y la carga viral.
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Figura 12. Efectos de las aplicaciones de NPs de ZnO sobre la movilidad de PHYVV en plantas de chile jalapefio cv. Don
Pancho como tratamiento preventivo y tratamiento correctivo. a) la respuesta general de las aplicaciones de NPs de ZnO en
el cv. Don Pancho en general, b) Efectos de las aplicaciones de ZnO NPs sobre la movilidad y multiplicacion de PHYVV en
plantas de chile jalapefio cv. Don Pancho como tratamiento preventivo y como tratamiento correctivo Letras diferentes son
significativas estadisticamente (P<0.05), Tukey (n=4 por tratamiento).

Como se puede observar en la Fig. 12b que el tiempo de aplicacién influy6 en la
carga viral, asi como la restriccion de la movilidad. En la aplicacion PRE y POST,
los mejores tratamientos fueron 100 y 200 mM, es decir, aquellos que tuvieron
menos carga viral en la zona apical comparado con la zona media. Sin embargo, el
efecto de se muestra de forma mas significativamente como PRE a una
concentracion de 100 mM con un a de 0.1170, asumiendo un error tipo B. Lo cual
indica que hay una posibilidad de 88% de casos donde la aplicacion PRE a 100 mM

de NPs de ZnO afecte la movilidad del virus.
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6.1.8 Efectos de la aplicacién de ZnO NPs en el crecimiento vy rendimiento de las
plantas.

La aplicacibn de ZnO NPs mostr6 efectos positivos en los parametros de
crecimiento y rendimiento de las plantas infectadas con PHYVV en el cv. Don
Pancho (Fig. 13). La aspersion foliar a una concentracion de 100 mM de ZnO NPs
como tratamiento curativo (POST) demostré una disminucién de los sintomas que
se puede observar en Fig. 13 en ambos cultivares. Ademas, el tratamiento con las
NPs en las plantas infectadas con PHYVV aument6 la altura y el diametro de las
plantas en comparacién con las plantas sanas, lo que puede ser un efecto

bioestimulante derivado de la aplicacion de las NP de zZnO.

=N

Figura 13. Efecto de los tratamientos con NPs de ZnO en plantas de chile jalapefio cv Don Pancho: a) Experimentos en
maceta después de 12 semanas: 1) NPs de ZnO, 2) WC-P, 3) PHYVV,(GV) 4) T3-curativo(100) Mm) y 5) preventivo de T4
(150 mM); b) efectos sobre tratamientos con ZnO NPs y testigos en plantulas de chile jalapefio cv Don Pancho; c) efectos
sobre tratamientos con NPs de ZnO vy testigos en plantulas de chile jalapefio cv Don Benito; d) efecto de la aplicacion foliar
con 100 mM de ZnO NPs sobre los sintomas de PHYVV en plantulas de chile jalapefio cv Don Pancho y e) efecto de la
aplicacion foliar con 100 mM de ZnO NPs sobre los sintomas de PHYVV en plantulas de chile jalapefio cv Don Benito.

Los datos mostraron una mejora en altura, diametro de tallo, nimero de hojas,
botones florales, numero de flores, nimero de frutos, peso de frutos, altura de frutos
y diametro de frutos con respecto al testigo PHYVV (Cuadro 8). Asi mismo, las

plantas infectadas con el virus tratadas con las NPs de ZnO mostraron un aumento

42



el numero de hojas, botones florales y flores con respecto a los controles WC, ZnO
NPy PHYVV.

Cuadro 8. Efecto sobre variables fisiolégicas y morfolégicas de los tratamientos con nanoparticulas de ZnO en chile jalapefio
cv. Don Pancho.

Dosi Altur  Didmetro Nam. Ndm de NUm Ndm. Peso por Largo Diametro
S de tallo De botones de De unidad fruto fruta (mm)
(cm) (mm) hojas florales flores frutos (gr) (mm)
0 41.90 137.142 15.589
mM  98b 6.9059ab 8ab 47.9464ab 2a 8.4821b  10.8704c 52.8014c  20.4117b
50 42.61 138.821 17.196
mM 27ab 7.0883ab 4a 49.5357ab 4a 7.0535b  13.3415b 60.5281b  21.5563b
100 46.02 145.321 15.267 10.6785
mM  35ab  7.1052ab 4a 46.0535abc 8a ab 10.6004c 48.4416c 21.7125b
150 42.34 131.821 14.892 54.1693b
mM  0lb 6.7350ab 4ab 44.2678abc 8a 8.6964b 11.5661bc ¢ 20.4274b
200  44.09 151.892 16.625
mM  6ab 6.9776ab 8a 51.0357a a 8.2678b  10.296¢c 50.3537c  20.9956b
WC  52.96 137.362 15.304 16.2753
25a 7.466a 3a 35.1888c 3a a 15.30 abc 85.00a 24.200ab
Zn0O 4481 125.767
NPs  56ab 6.8044ab 8ab 40.2321abc 15a 8.1607b  20.20a 103.00a 24.00ab
PHY 39.66 109.166 13.729 23.233378
A% 17b 6.1078b 6b 37.9166hbc la 7.5b 11.7891bc  48.2297c 2

La aplicacion de NPs de ZnO mejor¢ la altura, el diametro y el nimero de hojas en
chile jalapefio cv. Don Pancho en cuanto al control positivo, lo cual puede deberse
a un efecto de la disminucion de los sintomas y disminucién del titulo viral. Ademas,
las plantas de control de ZnO NPs mejoraron en las caracteristicas fisioldgicas y
morfolégicas en comparacion con las plantas sanas, lo que indica un efecto

promotor del crecimiento derivado de las aplicaciones foliares de NPs.

En la Fig. 14 se puede observar el efecto que tuvo en el desarrollo de los chiles
jalapenos al ser tratados con NPs comparados con el control infectado con el virus.
Esto implica que la aplicacion de las NPs no solo disminuye la severidad de la
enfermedad, sino que mejora la calidad del fruto en comparacion a los frutos de las

plantas sin tratar.
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Figura 14. Efecto de la aplicacion de Nps de ZnO Y TiO2 en el desarrollo del fruto comparado con el control sano, control
PHYVV y control comercial.

Se ha observado que la aplicacion de NPs de 6xidos metélicos aumentan los
pardmetros fisiolégicos y morfologicos de la planta, asi como la produccion y la
calidad (El-Sawy et al., 2017; Addelkhalek y Al-Askar, 2020). Los resultados
demuestran que las NPs afectaron positivamente todas las variables fisiologicas y
morfologicas asociadas con el rendimiento en el cv. Don Pancho en contraste con
el control de PHYVV. Esto puede estar relacionado con el efecto derivado de las
concentraciones adecuadas de NPs, las cuales tienen el potencial de promover el
crecimiento de las plantas e inhibir las infecciones por patégenos (Jha et al., 2011).

6.2. Elucidar el mecanismo de accion de NP de ZnO en plantas de chile infectadas
con PHYVV.

La elucidacion de los mecanismos se realiz6 de acuerdo con el mejor tratamiento
observado (plantula y maceta) en hojas de plantas de chile jalapefio 3 semanas
después de la infeccion viral. En tratamiento de las plantas consistio en la aplicacion
foliar de nanoparticulas de ZnO a una concentracion de 100 mM como POST
tratamiento efectivo después de la infeccion.
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6.2.1 Actividad enzimética

Para determinar si las NP de ZnO podrian ser un elicitor para inducir la inmunidad
de las plantas y la produccion de metabolitos secundarios, se evalud la actividad de
SOD, CAT, POD, PAL y APX (Fig. 15). Se observd un aumento significativo en las
actividades de la enzima POD después del tratamiento con control de ZnO NPs'y el
control 100 mM en contraste con el PHYVV por un aumento de 2.08 y 2.08 veces,
respectivamente en cv. Don Pancho. Ademas, en el cv. Don Benito también se
observé un aumento de las actividades enzimaticas de POD después del
tratamiento con el control de ZnO NPs y el 100 mM en contraste con el GV en 2.75
y 0.25 veces, respectivamente. Ademas, la actividad de la enzima SOD se
incrementd en los mismos tratamientos en 1.103 y 0.998 veces, respectivamente,
en el cv. Don Pancho. en cv. Se observé que cv. Don Benito incremento la actividad
de SOD con los mismos tratamientos en 1.52 y 1.38 veces, respectivamente. Si
bien, en la actividad CAT se observo una disminucion en comparacién con los
mismos controles de 0.1 y 0.61 veces en el cv. Don Pancho también en el cv Don
Benito disminuyd 0.83 y 0.058, respectivamente. La mejora de la actividad de SOD
y POD puede inferirse como una activacion del sistema de defensa que ayuda a la
planta a defenderse de la infeccion por virus.
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Figura 15. Actividad de POD, CAT, SOD, PAL y APX en respuesta al tratamiento con ZnO t3-dpi (100 mM) en plantas de
jalapefio cv. Don Pancho y cv. Don Benito con infecciones de PHYVV y los controles. El nimero de plantas por tratamiento
fue n = 18. Las barras de error representan la media + errores estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
frente a los tratamientos mediante la prueba de Tukey (P< 0.05).

Se observo que la actividad PAL en comparacion con el control de NPs de ZnO y el
tratamiento de 100 mM en contraste con el PHYVV disminuyé en 0.83 y 0.78,
respectivamente en el cv. Don Pancho. Por otro lado, en el cv. Don Benito el control
de NPs de ZnO aumentd en 1.66 veces, lo que indicé que una aplicacion foliar de
NPs en el cv Don Benito tiene un efecto elicitor que puede estar estimulando el
metabolito secundario. Sin embargo, el tratamiento de 100 mM en cv. Don Benito
disminuyo la actividad de PAL en 0.77 veces respectivamente al control GV. Un
efecto similar se observo en la actividad de APX con un aumento de 3.10 veces y
una disminucion de 0.76 veces en el cv Don Pancho, pero en el cv Don Benito se

produjo un aumento de la actividad de APX de 1.02 y 1.0019, respectivamente.
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En las NPs de TiO2z al igual que en las NPs de ZnO de analiz6 la actividad
enzimatica, con la finalidad de determinar si la aplicacion de las NPs induce el
sistema de resistencia de las plantas (Fig. 16). Asi mismo, se evaluo si su aplicacion
pudiese inducir la produccion de metabolitos secundario mediante la actividad de
PAL.
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Figura 16. Actividad de POD, CAT, SOD, PAL y APX en respuesta al tratamiento con TiO, de 100 mM en plantas de jalapefio
cv. Don Pancho y cv. Don Benito con infecciones de PHYVV y los controles. El nimero de plantas por tratamiento fue n = 18.
Las barras de error representan la media + errores estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas frente a los
tratamientos mediante la prueba de Tukey (P< 0.05).

Los resultados sugieren que las enzimas responsables de la activacion del sistema
inmune de las plantas se activaron. La actividad de POD incremento en 1.75 veces
en el tratamiento de 100 mM comparandolo con el positivo en cv. Don Pancho. El
control con NPs también incremento POD en 3.61 veces en comparacion con el
control negativo. Por el contrario, en cv. Don Benito POD disminuyo 1.89 veces en
las plantas tratados con 100 mM de NPs comparado con el control PHYVV. Esta
disminucién se presento en el control de NPs comparado con el control negativo en

3.85 veces.

La actividad de CAT en cv. Don Pancho disminuyo en 1.92 veces en plantas
tratadas con NPs comparado con el control positivo. Asi mismo el control de NPs
disminuyo la actividad de CAT 6.68 veces comparado con el control negativo. La
disminucién de CAT también se present6 en la cv. Don Benito en 3.23 veces en
plantas tratadas con NPs en comparacion con PHYVV. Al comparar el control de
NPs con el control negativo se presentd una disminucién de CAT en 1.09 veces.

La actividad de SOD disminuyo en ambas variedades. En cv. Don Pancho
disminuy6 en 1.84 veces en las plantas tratadas con 100 mM en comparacion al
control positivo. Mientras que en el control de NPs comparado con el control
negativo en 1.23 veces. En el caso de cv. Don Benito disminuy6 en 1.06 veces en
plantas tratadas con NPs en comparacién con PHYVV. Asi mismo, se presento una
reduccion de la actividad en 1.17 veces en comparacion con el control negativo.

PAL disminuy6 su actividad en 1.47 veces en las plantas tratadas con 100 mM
comparadas con el control positivo en cv. Don Pancho. El control de NPs disminuyo
de igual manera en 1.59 veces comparado con el control WC. Asi mismo, cv. Don
Benito disminuyo en 1.20 veces su actividad en plantas tratadas con las NPs
comparado con el control PHYVV. Lo mismo ocurrié en el control de NPs comparado

con el control WC, disminuyendo 1.90 veces, respectivamente.
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La actividad de APX incremento en el control de NPs comparado con el control WC
en 3.26 veces en cv. Don Pancho. En cv. Don Benito su actividad disminuy6 en 1.18

veces en las plantas tratadas en comparacion con el control PHYVV.

La aplicacion de las NPs para la proteccion de las plantas contra virus puede ocurrir
mediante una accion directa sobre la particula viral, mejorando la defensa de la
planta al inducir resistencia contra el virus (Elsharkawy & Derbalah, 2019). Uno de
los mecanismos que activa la planta puede ser la induccion de resistencia adquirida
sistematica (SAR) y el aumento de ROS aumentando la actividad antioxidante en la
planta (Salam et al., 2022). La activacion de resistencia contra el virus puede ser
debido a la activacion de enzimas de defensa y actividad antioxidante, donde la
planta puede expresar resistencia inicial y superar diferentes etapas de la
enfermedad (Ulhassan et al., 2023). Por lo cual, la activacion o inactivacion del
estrés oxidativo dependera de varios factores, entre ellos la especie vegetal
(Hasanuzzaman et al., 2020), la edad y el tipo de tejidos (Vannini et al., 2013), la

tolerancia o sensibilidad en las plantas y el tipo de estrés (Tassi et al., 2017).

Los resultados demostraron que este efecto inhibidor sobre PHYVV puede estar
relacionado con activacién de SOD, POD y CAT, ambas enzimas de defensa. Esto
debido a una expresidn inicial de resistencia contra el virus en ambas variedades
de plantas de chile jalapefio. Adbelkhalek y Al-Askar (2020) reportaron efectos
similares con el mismo tratamiento de 100 pg/mL de NPs de ZnO mediante
aplicacion foliar en plantas enfermas del Virus del Mosaico del Tabaco (TMV) en
tomate (Solanum Lycopersicum), coincidiendo con nuestro mejor tratamiento en
PRE y POST. La aplicacién de NPs indujo SAR, disminuyé la gravedad de la
enfermedad, redujo la carga viral de TMV, aumentando las variables de crecimiento
y POD. Esta respuesta de la planta puede estar asociada al aumento de ROS
debido al estrés, lo que limita la entrada y movilidad del patégeno, ademas de inducir

respuestas locales y sistémicas de la planta (Cai et al., 2019).

49



6.2.2 Capacidad antioxidante

La actividad antioxidante fue determinada por DPPH y ABTS (Figura 17). La
capacidad antioxidante de DPPH se vio disminuida en el cv. Don Pancho estuvo
expuesto a las NPs de ZnO en plantas sanas e infectadas en 0.83 y 0.87 veces,
respectivamente. Al contrario, en el cv. Don Benito donde aument6 en 1.031y 1.085,
respectivamente en contraste con PHYVV sin embargo no fue estadisticamente
significativo. Por otro lado, la capacidad antioxidante de ABTS de los extractos
tratados con las NPs de ZnO se vio disminuida en el cv. Don Pancho y cv. Don
Benito por 0.98, 0.99, 0.94 y 0.99 veces, respectivamente en contraste con PHYVV.
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Figura 17. Actividad de ARSA y DRSA, en respuesta al tratamiento 100 mM de NPs ZnO en plantas de jalapefio cv. Don
Pancho y cv. Don Benito infectadas con PHYVV y sus controles (planta sana, planta infectada y planta sana con la aplicacién
de 100 mM de NPs de ZnO).

La actividad antioxidante resultante de la aplicacién de NPs de TiO2 fue determinada
por DPPHy ABTS (Figura 18). La capacidad antioxidante de DPPH disminuyo en el
tratamiento de 100 mM con respecto al control positivo en 1.05 veces en cv. Don
Pancho. Por el contrario, en control de NPs en comparaciéon al control negativo
incremento DPPH en 1.28 veces en esta variedad. Sin embargo, al comparar
nuestro tratamiento con el control negativo se pudo observa un incremento en DPPH

en 1.08 veces.
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Figura 18. Actividad de ARSA y DRSA, en respuesta al tratamiento 100 mM de NPs de TiO, en plantas de jalapefio cv. Don
Pancho y cv. Don Benito infectadas con PHYVV y sus controles (planta sana, planta infectada y planta sana con la aplicacion
de 100 mM de NPs de TiOy).

En el cv. Don Benito la capacidad de DPPH disminuyo en las plantas tratadas con
100 mM de NPs de TiO2 en 1.01 veces en comparacion al control positivo. Ademas,
es comparacion el control de NPs incremento la actividad de DPPH en contraste al

control negativo en 1.02 veces.

La actividad de ABTS disminuyo en comparacion del tratamiento de 100 mM de NPs
contra el control positivo en 1.02 veces en cv. Don Pancho. Asi mismo, el control
con NPs comparado con el control negativo también disminuyo en 1.09 veces,

respectivamente.

En el cv. Don Benito la capacidad de ABTS disminuyo en las plantas tratadas con
NPs de TiO2 a 100 mM en comparacion con el control positivo en 1.11 veces. Sin
embargo, en el control de NPs y el control negativo no hubo diferencias estadisticas

significativas.

6.2.3 Actividad no enzimatica

El contenido de prolina disminuy0 significativamente en el cv. Don Pancho cuando
estuvo expuesto a NPs de ZnO en plantas sanas e infectadas (Fig. 19) por 0.785y

0.7801 veces en contraste con PHYVV. Por otro lado, en el cv. Don Benito, se
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observé una disminucion del contenido de prolina en el control de NPs de ZnO por
0.99 veces y, por el contrario, en el tratamiento 100 mM hubo un incremento de
1.046 veces en comparacion con PHYVV. Una disminucion en el contenido de
Prolina puede estar relacionada con una disminucioén del titulo viral que esta
relacionado con un estrés abidtico derivado del virus PHYVV y puede estar
relacionado con la no fitotoxicidad por parte de las NPS de ZnO. Ademas, el

incremento puede estar asociado a una interaccion NPs-Plantas.
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Figura 19. Actividad de Peréxido de hidrogeno y prolina en respuesta al tratamiento 100 mM de NPs ZnO en plantas de
jalapefio cv. Don Pancho and cv. Don Benito infectadas con PHYVV vy los controles (planta sana, planta infectada y planta
sana con la aplicacién de 100 mM de NPs de ZnO).

El contenido de perdxido de hidrégeno tiene una respuesta similar a la actividad de
APX en el cv Don Pancho expuesto a NPs de ZnO en plantas sanas e infectadas
con un aumento de 0.951 veces y una disminucion de 1.195 veces,
respectivamente. Sin embargo, en el cv Don Benito aumentd el contenido de

perdxido de hidrégeno en 1.022 y 1.001 veces, respectivamente.

En la Figura 20 se puede observar el efecto de la aplicacion de las NPs de TiO2 a
la concentraciéon de 100 mM y su efecto en el contenido de perdxido y prolina. La
aplicacion foliar de las NPs de TiO2 incrementaron el contenido de perdxido en
comparacion al control PHYVV en 1.10 veces mientras que el control NPs de TiO2
disminuyo la cantidad de peréxido en comparacion al control negativo por 1.88

veces en cv. Don Pancho.
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Por otro lado, el contenido de perdxido disminuyo en las plantas tratadas con las
NPs en comparacion al control positivo en 1.16 veces en cv. Don Benito. Sin
embargo, en el caso del control NPs de TiO2 comparada con el control negativo no

hubo diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 20. Actividad de Peréxido de hidrogeno y Prolina en respuesta al tratamiento 100 mM de NPs de TiO, en plantas de
jalapefio cv. Don Pancho and cv. Don Benito infectadas con PHYVV vy los controles (planta sana, planta infectada y planta
sana con la aplicacién de 100 mM de NPs de TiO,).

El contenido de prolina en cv. Don Pancho y cv. Don Benito disminuyo en
comparacion al control positivo en 6.88 y 4.73 veces, respectivamente. Por otro
lado, el control NPs de TiO2 en comparacion con el control negativo disminuyo en

ambas variedades en 7.99 y 3.44 veces, respectivamente.

6.2.4 Acumulacion de NPs en las hojas infectadas con PHYVV.

En este estudio, como se muestra en la Fig. 21, se confirmaron que las NPs de ZnO
mantuvieron su morfologia a nanoescala incluso después de la interaccion con
tejidos bioldgicos de la hoja de chile, segun lo detectado a través de TEM. En la
imagen se pueden ver muchas particulas negras, que en su mayoria estaban

presentes en o alrededor de los cloroplastos en las hojas tratadas con NPs.
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Figura 21. Absorcion y distribucién de la aplicacion por aspersion foliar de NPs de ZnO en hojas de plantas de chile jalapefio
infectadas con PHYVV: a) Células de hojas de plantas de chile cv. Don Pancho infectado con PHYVV tratado con 100 mM;
b) Células de hojas de plantas de chile cv. Don Benito fue infectado con PHYVV y tratado con 100 mM y c) Células de
cloroplasto sanas con NPs de ZnO.

En las hojas de chile de cv. Don Pancho y cv. Don Benito se puede observar la
interaccion de las NPs con el virus sefialadas en el circulo rojo. Se puede observar
la acumulacién de NPs de ZnO sobre cloroplastos y NPs rodeadas por una
expansion del virus PHYVV. Esto implica que las NP de ZnO son absorbidas y
acumuladas en el tejido de la hoja, lo cual permite que la NPs y el virus PHYVV

interactdan directamente con las células de la planta.

Para poder tener una referencia especifica de cémo se podrian ver el PHYVV en
una hoja se utilizé la imagen del virus PHYVV como referencia reportada por
Renteria-Canett et al. (2011). Ademas, este tipo de actividad NP-virus en células de
plantas ha sido reportada por otros autores (Cai et al., 2019; Srujana y Bhagat,
2022).
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Este mismo fendmeno de adsorcion y acumulacion se puede observar de en la Fig.
22 la acumulacion de NPs de TiO2 en el tejido celular de la hoja de chile jalapefio.
como se puede observar en la Fig. 19a el cv. Don Pancho acumulo las NPs
principalmente el cloroplasto y vacuolas formando cumulos circulares. En los
circulos rojo que indica la interaccion NPs-virus. Estos resultados sefialan la

posibilidad de la interaccion entre el virus y la NPs, asi como NPs-Planta.

£ SON

Figura 22. Absorcién y distribucién de la aplicacion por aspersion foliar de NPs de TiO; en hojas de plantas de chile jalapefio
infectadas con PHYVV: a) Células de hojas de plantas de chile cv. Don Pancho infectado con PHYVV tratado con 100 mM;
b) Células de hojas de plantas de chile cv. Don Benito fue infectado con PHYVV y tratado con 100 mM

Se ha reportado que la penetracion de las NPs en las hojas puede ser
exclusivamente a través de las estomas y distribuirse dentro de los espacios
extracelulares esponjoso de aire del mesofilo sin penetrar ninguna pared celular (El
Shetehy et al., 2021). Asi mismo, el tamafio de las nanoparticulas puede impedir su
absorcion en el citoplasma y su translocacion de célula a célula a través de los
plasmodesmos (Ma et al., 2018). En las imagenes 21 y 22 observamos que la
penetracion y distribucion en las hojas de jalapefio en ambas variedades puede
deberse a distribucion en el mesofilo esponjoso pero también una absorcion en el
citoplasma a través de los plasmodesmos, por lo que esta observacién puede ser
una posibilidad de fitotoxicidad en caso de la dosis superior diferente a la propuesta
en este estudio. Ademas, la distribucion y acumulaciéon de NPs en la hoja podria
explicarse como un efecto antiviral, como un desencadenante en el sistema de

defensa de la planta y la interaccion directa con el virus.
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6.2.5 Prueba de reactividad

La actividad antiviral directa de NPs de ZnO contra PHYVV se evalu6é mezclando
las NPs con PHYVV e inoculando la mezcla en plantas de chile jalapefio cv Don
Pancho por biolistica. La velocidad de invasion de PHYVV en las hojas inoculadas
fue marcadamente suprimida por las NP de ZnO (Cuadro 9) en una disminucion a
las 48 h después de la inoculacién. Sin embargo, el titulo viral aumenté a las 144 h,
lo que puede implicar que la exposicion directa puede ser insuficiente para destruir
el virus por completo. La inhibicion de la infeccion por PHYVV a una concentracion
especifica de NPs de ZnO 100 mM reveld una actividad antiviral mas fuerte. Sin
embargo, esta inhibicién puede estar relacionada con otros factores como el sistema
de defensa de la planta, la exposicion del extracto de ADN viral y el tiempo de

exposicion del virus y las NPs de ZnO.

Cuadro 9. Efecto antiviral después de una exposicion directa de NPs de ZnO 100 mM y extracto de hojas de ADN del titulo
viral

Tiempo (h) Control PHYYV NPs de ZnO (100 mM)
24 4.150989 + 0.638314 a 1.077955 + 0.525725 a
48 0.098024 + 0.037545 b 0.0327 £0.027331 b
96 1.852235 + 0.727208 ab 6.0605% + 3.6179%b
144 2.893321 + 1.970082 ab 0.031451 + 0.024621 b
192 3.137482 + 1.761897 ab 0.751266 + 0.481252 ab

Distintas letras son estadisticamente significativas (P<0.05), Tukey’s (n=7 por tratamiento).

Este efecto antiviral derivado de la aplicacion directa de las NPs de ZnO contra el
virus PHYVV muestra que los mecanismos implicados en la disminucion de la carga
viral pueden estar relacionado a una interaccion NPs-Planta-Virus. Por lo tanto,
también se puede relacionar con los posibles mecanismos implicados en el efecto

antiviral contra el virus PHYYV.

Las NPs se evalud la reactividad que presentas estas NPs al ser expuesta en
contacto directo con el virus. Por ello, se expusieron las NPs a un extracto de ADN
viral para ver su efecto directo NPs-Virus como posibles antivirales (Cuadro 10). En
el caso particular de las NPs de TiO2 se puedo observar un efecto contrario a las
NPs de ZnO, sobre todo en el incremento del titulo viral a las 48 h en comparacion.

Sin embargo, en el caso particular de las NPs de TiO2 se pudo observar que a partir
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de las 98 h hubo una inhibicion del inoculo que continuo en el tiempo en

comparacion al control PHYV.

Cuadro 10. Efecto antiviral después de una exposicion directa de NPs de TiO, 100 mM y extracto de hojas de ADN del titulo

Time (h) PHYYV control TiO, NPs (100 mM)
24 4.150989 + 0.638314 a 1.01186 + 0.155594 b
48 0.098024 + 0.037545 b 1.20021 + 0.559118 a
96 1.852235 + 0.727208 ab 1.15061 + 0.632497 ab
144 2.893321 + 1.970082 ab 0.16548 + 0.035342 bc
192 3.137482 + 1.761897 ab 0.00863 + 0.004760 ¢

Distintas letras son estadisticamente significativas (P<0.05), Tukey’s (n=7 por tratamiento).

Los resultados demuestran que el efecto de las NPs contra el virus depende no solo
de la respuesta de la planta y el virus, sino que ademas del tipo de
nanomaterial/nanoparticulas. Lo cual implica que el mecanismo de accién de las
nanoparticulas como potenciales antivirales puede ser mas complejo de lo

planteado por diversos autores (Cai et al., 2019; Cai et al., 2020; Farooq et al., 2021)

El contacto directo de las NPs de ZnO tuvo una inactivacion directa de PHYVV
observada inicialmente pero incapaz de detener la proliferacién y propagacion en
las plantas hospedantes. Cai et al. (2020) reportaron resultados similares en NPs
de FesO4 con una exposicion directa como antiviral con TMV, mostrando que la
inactivacion directa de TMV fue insuficiente para prevenir la proliferacion. Este
estudio sugirio la posibilidad de un efecto directo entre las NP de ZnO y PHYVV,
mediante una posible interaccion con la estructura del virus PHYVV, causando la
ruptura de la estructura del virus. Sin embargo, estas observaciones indicaron que
los efectos antivirales de las NP de ZnO en las plantas estan mas relacionados con
la activacién de la inmunidad de la planta y un mecanismo antiviral con la

inactivacion inicial del virus PHYVV indicada en la reduccioén del titulo viral.

6.3. Determinar posibles efectos fitotoxicos derivado de la aplicacion de NP de ZnO
en plantas de chile infectadas con PHYVV.

6.3.1 Determinacion de efectos fitotoxicos
Con la finalidad de observar el posible efecto fitotoxico de la aplicacién de las NPs

de ZnO Y TiOz2 se aplicaron las mejores concentraciones utilizadas contra PHYVV
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asi como la concentracion mas alta para fines practicos propuesto por Magafia-
Lopez et al. (2022). Se analizaron sus efectos para futuras aplicaciones en
condiciones de produccion en plantas sanas con las NPs.

6.3.1.1 Prueba de germinacion

Los resultados muestran que el priming de semillas de ambas variedades no
tuvieron diferencias estadisticamente diferente ni siquiera asumiendo el error tipo B.
Sin embargo, los resultados muestran que el mayor porcentaje de germinacion fue
el tratamiento de 1000 mM de NPs de ZnO con un porcentaje de alrededor del 89%
en el caso de cv. Don Pancho (Fig.23).
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cv. Don Pancho cv. Don Benito cv. Don Pancho cv. Don Benito
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Figura 23. Efecto en la germinacién derivado del priming con NPs. a) Porcentaje de germinacion con ambas variedades de
chile jalapefio con NPs de ZnO Y b) ) Porcentaje de germinacion con ambas variedades de chile jalapefio con NPs de TiO,.

En el caso de las NPs de TiO2 se observo respuestas diferentes como efecto del
priming con estas NPs. El cv. Don Pancho no presento diferencias significativas
mientras que cv Don Benito se observo una diferencia estadistica en la germinacién
de las semillas con un a de 0.1972, asumiendo un error tipo B. En este contexto, la
respuesta del primig con las NPs de TiOz fue negativa ya que todas las
concentraciones de NPs disminuyeron el porcentaje de germinacién comparado con
el control con agua (Fig. 23b).
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Los germinado se pueden observar en la Fig. 24, no presentaron diferencias
visuales a comparacion entre las tratadas con NPs y el control. Estos puedo
significar que durante su desarrollo las NPs pueden elicitar a la plantula. Asimismo,

visualmente no se observa efectos de fitotoxicidad.

Figura 24. Efecto en el desarrollo del germinado con NPs de ZNO y NPs de TiO,, a) Germinados tratados con NPs de ZnO
y TiO; cv. Don Pancho y b) Germinados tratados con NPs de ZnO y TiO; cv. Don Benito.

Se analizé si el contacto de las NPs de ZnO pudieron afectar el desarrollo fisiologico
normal de los germinados del cv. Don Pancho y cv. Don Benito. Para ello se
analizaron su altura, diametro de tallo y largo de raiz. Los resultados muestran que
la altura no se ve afectada por la aplicacion de las NPs de ZnO en ambas variedades
(Fig. 25). Asi mismo. El diametro de tallo de los germinados tampoco presento

diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 25. Efecto en el desarrollo fisiologico de los germinados tratados con NPs de ZnO y su control en ambas variedades
de chile jalapefio. a) Altura del germinado en ambas variedades, b) Diametro del tallo en ambas variedades y c) Largo de la
raiz en ambas variedades

Sin embargo, para el largo de raiz se presentaron diferencias estadisticas en cv.
Don Benito con un a menor de 0.05 (Fig 25c). Los resultados demuestran que la
concentracion de 100 mM de NPs de ZnO tuvo un efecto negativo en el desarrollo
de la raiz en comparacion al control de 1.6841 veces. Por otro lado, las
concentraciones de 150 y 1000 mM incrementaron el desarrollo de la raiz por

1.0563y 1.4370 veces, respectivamente.

El contacto de las NPs de TiO:2 tuvo efecto diferente en la fisiologia del germinado
dependiendo del cultivar. En la Fig. 26 se pueden observar que en cv. Don Pancho
no hubo ninguna diferencia estadisticamente significativa. Mientras que el cv. Don
Benito, la altura, el diAmetro de tallo y el largo de la raiz presentaron diferencias

significativas.
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Figura 26. Efecto en el desarrollo fisiolégico de los germinados tratados con NPs de TiO, y su control en ambas variedades
de chile jalapefio. a) Altura del germinado en ambas variedades, b) Diametro del tallo en ambas variedades y c) Largo de la
raiz en ambas variedades

La altura se vio afectada en una disminucion de 1.0824 veces cuando la semilla es
tratada con NPs de TiO2 a una concentracion de 100 mM en comparacion con el
control. Sin embargo, cuando fueron tratadas con una concentracién de 150 mM

hubo un incremento de 1.2131 veces con respecto al control.

El didmetro de tallo incremento en el cv. Don Benito en comparacion con el control
con todas las concentraciones de NPs de TiO2 por 1.1896, 1.0642 y 1.1180 veces
a 100, 150 y 1000 mM, respectivamente. Para el crecimiento del largo de raiz se
observo que las concentraciones de 150 y 1000 mM incrementaron por 1.2625 y
1.6188 veces en comparacion con el control.
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Actividad de POD (unidades mg-1

proteina)

Los resultados demuestran que cada NPs tiene efectos distintos en el desarrollo de
los germinados. Para las NPs de ZnO no provocaron diferencias en el desarrollo de
ninguna variedad, lo cual implica que estas NPs en general no presentan ningun
signo de fitotoxicidad aun en concentraciones altas. Sin embargo, las NPs de TiO2
presentaron efectos significativamente estadisticos en la cv. Don Benito a diferencia
de cv. Don Pancho. En este contexto, las NPs presenta cierta fitotoxicidad en la cv.
Don Benito en ciertas concentraciones, ademas ser promotores del crecimiento en

otras.

6.3.1.2 Determinacion de actividad enzimética

La actividad de POD y PAL no tuvo diferencias significativas en cv. Don Pancho en
los germinados tratados con NPs de ZnO (Fig 27). En el caso de cv. Don Benito
POD incremento en los tratamientos de 150 y 1000 mM por 2.1422 y 1.7746 veces
en comparacion con el control. En PAL cv Don Benito incremento 1.3506 veces a la

concentracion de 150 mM.
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Figura 27. Actividad enziméatica de POD, PAL y CAT en cv. Don Pancho y cv. Don Benito en germinados tratados con NPs
de ZnO.

Las NPs de ZnO disminuyo la actividad de CAT en cv Don Pancho por 2.7233,
1.3375y 2.6529 veces a concentraciones de 100, 150 y 1000 mM comparadas con
el control, respectivamente. Sin embargo, el cv. Don Benito CAT incremento en
todas las concentraciones comparadas con el control. CAT incremento por 3.0443,
2.0725y 1.9297, respectivamente.

La actividad enzimética de las NPs de TiOz incrementaron o disminuyeron su
actividad dependiendo de la concentracion y la variedad (Fig. 28). Para POD cv.
Don Pancho redujo su actividad en todas las concentraciones por 10.96, 1.21y 6.06
veces a las concentraciones de 100, 150 y 1000 mM, respectivamente. En el caso
de cv. Don Benito la actividad de POD incremento en todas las concentraciones de

NPs por 2.23, 3.46 y 2.96 veces comparado con el control, respectivamente.
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Figura 28. Actividad enzimatica de POD, PAL y CAT en cv. Don Pancho y cv. Don Benito en germinados tratados con NPs
de TiO..

La actividad de PAL incremento en todos los tratamientos con NPs de TiO2z en cv.
Don Benito comparados con el control. PAL aumento por 1.14, 1.63y 1.11 veces en
comparacién con el control, respectivamente. La actividad de CAT en cv. Don
Pancho disminuyo por 2.20, 12.93 y 3.84 veces comparado con el control. Sin
embargo, en la cv. Don Benito las concentraciones de 100 y 150 mM presentaron

un incremento de 1.21y 1.34 veces.

Los resultados indican que el priming de las semillas estimula el metabolismo
secundario en el caso de cv. Don Benito de manera general cuando es expuesto a
NPs de ZnO, mientras que las NPs de TiO2 pueden activar el metabolismo
secundario en ambas variedades provocando incrementos o la disminucion de la

actividad enzimatica. Principalmente, la actividad de CAT sefiala que las NPs de
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TiO2 pueden estar generando un proceso de distrés provocado por la activacion de

las especies reactivas de oxigeno (ROS).

6.3.1.3 Prueba en planta

Se determind si la aplicacion de NPs de ZnO y TiO2 podrian provocar algun grado
de fitotoxicidad en plantas de chile jalapefio al ser asperjadas. Esto con la finalidad
de ver silas NPs pueden ser viables para su uso como posibles antivirales en futuras
practicas agricolas. Por lo cual se provo el mejor tratamiento (100 mM) y una

concentracion mayor (1000 mM).

6.3.1.4 Determinacion del efecto fisiolégico

Para ver si las plantas podrian presentar algun tipo de elicitacion provocados por
las NPs se midieron las variables fisiol6gicas y productivas de cada variedad (Fig.
29 y Fig. 30). Los resultados demuestran que las NPs de ZnO en cv. Don Pancho
no tuvieron un efecto negativo ni positivo estadisticamente en la altura. En este
contexto, al comparar la planta tratada con NPs con el control no presentaron algun
tipo de fitotoxicidad. Por otro lado, en cv. Don Benito la concentracion de 100 mM

de NPs de ZnO incremento la altura por 1.11 veces comparado con el control.

El diametro del tallo en cv Don Pancho aumento en todos los tratamientos con NPs
de ZnO en 1.22 Y 1.10 veces comparado con el control mientras que en cv. Don
Benito no hubo diferencias significativas estadisticamente. Un comportamiento
similar tuvo cv. Don Pancho con respecto al nimero de hojas las cuales
incrementaron en todos los tratamientos en 1.36 y 1.16 comparado con el control,

respectivamente.

El nimero de flores no fue estadisticamente significativo en ningunas de las dos
variedades. ElI nimero de botones incremento en cv. Don Pancho con respecto al
control por 1.85y 1.42 veces, respectivamente. En cv. Don Benito no se presentaron

diferencias significativamente estadisticas.
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Figura 30. Efecto de la fisiologia en plantas tratadas foliarrmente con NPs de ZnO en ambas variedades de chile jalapefio.
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El nimero de frutos en cv. Don Pacho incremento 7.71y 2.96 veces en comparacion
al control, La medicion de clorofila mediante el aparato SPAD no reporto diferencias

significativas.

La respuesta de las variables fisioldgicas a las NPs de TIOz2 tuvieron repuesta muy
variadas dependiendo de la variedad y concentracion de NPs (Fig. 30). La altura no
tuvo diferencias estadisticamente significativas. El diametro de tallo tuvo una
disminucién de 1.13y 1.12 veces en comparacion con el control en cv. Don Pancho.
En el caso de cv. Don Benito disminuy6 en 1.17 y 1.21 veces en comparacion al

control.

El nimero de flores en cv. Don Pancho disminuyo 1.34 veces a la concentracion de
100 mM en comparacion con el control. Asi mismo, cv. Don Benito disminuyo de
igual forma 1.33 y 1.51 veces comparado con el control el nimero de hojas. En
namero de flores disminuyo en ambas variedades después de la aspersion de las
NPs de TiO2 5.02 y 1.42 veces en cv. Don Pancho y 1.89 y 2.43 veces en cv. Don

Benito.

El nimero de botones disminuy6 en 1.13 veces a una concentraciéon de 100 mM y
aumento en 1.19 veces a 1000 mM en cv. Don Pancho. En cv. Don Benito los
botones florales disminuyeron en 1.43 y 1.89 veces en comparacion con el control.
La medicion de clorofila mediante el SPAD incremento 1.13 veces a una
concentracion de 100 mM, pero a 1000 mM hubo una disminucién de 1.02 veces en

comparacioén con el control.
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7. CONCLUSION

En conclusion, los resultados sugieren que las NPs de ZnO y TiO2 pueden ser
utilizadas como practica complementaria en los sistemas de manejo integral contra
enfermedades por geminivirus en chile jalapefio. Ademas, esta investigacion revelo
que las NP de ZnO y TiO2 pueden actuar como un potencial antiviral, activar el
sistema de resistencia en la planta y como promotor del crecimiento. Los resultados
indican que la aplicacion foliar de NP de ZnO y TiO2 puede inducir una accién
indirecta mediante la activacion de enzimas relacionadas con la defensa y una
accion directa como un antiviral contra PHYVV en plantas de chile jalapefio. Asi
mismo, los resultados presentados en esta investigacibn concluyen que la
respuesta como posible antiviral de las NPs dependera de la interaccion NPs-
Planta-virus. Por otro lado, el efecto de los sintomas antivirales dependera de la
concentracion y tiempo de aplicacion ademas de la variedad. En esta investigacion
las NP de ZnO a150 mM tuvieron efecto antes de la infeccion (preventivo) y 100 mM
después de la infeccion (correctivo) de PHYVV. Sin embargo, estos efectos pueden
diferir segun el cultivo, la concentracion, el tiempo de exposicion, el tipo de NP y
otros productos. Sin embargo, para practicas futuras en agricultura se puede
recomendar en base a los resultados obtenidos que el modo de empleo consista en
una aplicacion foliar de 150 mM de NP de ZnO con tres aspersiones como aplicacion
preventiva y, en el caso de plantas infectadas, una aplicacion foliar de 100 mM de

NP de ZnO con tres aspersiones como correctivo. tratamiento.

Asi mismo, los resultados para determinar la fitotoxicidad demuestran que las NPs
de ZnO no generan toxicidad en las plantas aln a concentraciones superiores a las
usadas como antivirales. Sin embargo, las NPs de TiO2 pueden provocar dafios a
las plantas derivados posiblemente de una toxicidad, Ademas, estas NPs

demostraron que pueden elicitar la produccion de metabolitos secundarios
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ANEXO

Curva de Calibracion Proteina
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Figura 31. Curva de calibracion para Proteina
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Figura 32. Curva de calibracion Fenilalanina Amomia-liasa
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Figura 33. Curva de calibracion Prolina
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