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RESUMEN.

El presente trabajo muestra los efectos que provocan la exposicion de semillas a
medios ricos en nanoparticulas de Ag-TiOz2 y TiO2 sobre el proceso germinativo,
mediante una técnica conocida como “Seed priming”, misma que consiste en imbibir
o remojar las semillas en medios como agua, peroxido de hidrégeno o medios
promotores de crecimiento, con la finalidad de acelerar la germinacion y en algunos
casos mejorando la calidad de los germinados. En este ensayo se probaron 2 tipos
de nanoparticulas como se mencioné anteriormente, sobre alfalfa (medicago
sativa). Dichas nanoparticulas fueron sintetizadas mediante la técnica de sol gel,
obteniendo tamaros de cristalito aproximadamente de 20 nm (TiO2) y 14 nm (Ag-
TiO2). Las semillas fueron expuestas en un rango de concentraciones (1, 5, 10, 15
ppm) durante un periodo de 2 hr. La intencidn del desarrollo, planeacién y ejecucién
del experimento se establecié considerando la evaluacion del efecto toxicoldgico
procedente del aumento en las concentraciones, caracteristicas de nanoparticula;
como morfologia, fase cristalina y dopante, de la misma forma el método de
exposicion de las semillas, el tiempo de exposicion. La caracterizacion de las
nanoparticulas se realizd por microscopia electrénica de transmisidn,
espectroscopia Raman y XRD. El perfil toxicolégico se evalué mediante la medicion
de parametros morfol6gicos; como porcentaje de germinacién, peso fresco, longitud
de radicula, tamano de hoja, asi como pigmentacién (clorofila), metabdlico como;
fenoles y flavonoides totales, asi como % de inhibicién mediante radical DPPH y
ABTS, enzimatico como; evaluacion de actividad de las enzimas super O6xido

dismutasa, fenilalanina amonio liasa y catalasa.

El efecto observado derivado de la exposicion de las semillas en la posterior etapa
de germinacién fue marcado en la longitud de radicula, tamano de hojas, pero no
se vio afectado el peso fresco. En cuanto al perfil metabdlico, los resultados
arrojaron incrementos significativos de fenoles y flavonoides totales dependientes

de la concentracion para el tratamiento con TiOz.

Palabras clave: Di6xido de titanio, metabolitos secundarios, actividad antioxidante,
seed priming, Germinados.



SUMMARY.

The present study shows the effects of exposing seeds to Ag-TiOz2 and TiO2
nanoparticle-rich media on the germination process, using a technique known as
"Seed priming", which consists of imbibing or soaking the seeds in media such as
water, hydrogen peroxide or growth promoter media, with the aim of accelerating
germination and in some cases improving the quality of the germinated seeds. In
this trial, 2 types of nanoparticles were tested as mentioned above, on alfalfa
(medicago sativa). These nanoparticles were synthesized using the sol gel
technique, obtaining crystallite sizes of approximately 20 nm (TiOz) and 14 nm (Ag-
TiO2). The seeds were exposed to a range of concentrations (1, 5, 10, 15 ppm) for
a period of 2 hr. The purpose of the development, planning and execution of the
experiment was established considering the evaluation of the toxicological effect
coming from the increase in concentrations, nanoparticle characteristics; such as
morphology, crystalline phase and dopant, in the same way the method of exposure
of the seeds, the exposure time. The characterization of the nanoparticles was
performed by transmission electron microscopy, Raman spectroscopy and XRD.
The toxicological profile was evaluated by measuring morphological parameters
such as germination percentage, fresh weight, radicle length, leaf size and
pigmentation (chlorophyll), metabolic parameters such as total phenols and
flavonoids, as well as % inhibition by DPPH radical and ABTS, enzymatic parameters
such as super oxide dismutase, phenylalanine ammonium lyase and catalase

enzyme activity.

The observed effect of seed exposure at the later germination stage was marked in
radicle length, leaf size, but fresh weight was not affected. Regarding the metabolic
profile, the results showed significant concentration-dependent increases in total
phenols and flavonoids for the TiOz2 treatment.

Key words: Titanium dioxide, Secondary metabolites, Antioxidant activity, Seed
priming, Sprouts.



DEDICATORIA.
A mi hermano, Leo.
AGRADECIMIENTOS.

A mis padres, que siempre me apoyaron en cada obstaculo y que siempre escucharon con
atencion mis inquietudes y alegrias.

A la Universidad Auténoma de Querétaro y a los profesores de la carrera de ingenieria en
nanotecnologia, asi como a mis comparneros de laboratorio, que siempre me apoyaron en
cada uno de los retos que se presentaron.

A la Dra. Ana Angélica Feregrino Pérez por brindarme la oportunidad de realizar esta
investigacion, asi como ser parte del grupo de trabajo, en donde tuve la oportunidad de
hacer grandes amistades y a desarrollar mi gusto por la investigacion.

A la Dra. Karen Esquivel por brindarme la oportunidad y confianza para realizar esta
investigacion, asi como su paciencia y guia. De igual manera por permitirme pertenecer a
su grupo de trabajo en dénde tuve la oportunidad de adquirir diversas habilidades.

A la Dra. Rosalinda, por brindarme un espacio en la facultad de Quimica para continuar mis
experimentos.

A la maestra Rosalia Machuca, que me brind6é su ayuda y guia durante gran parte de la
carrera, asi como la escritura de la tesis. Le tengo un aprecio muy especial por la calidez
humana y comprension que me brindo.

A mis comparneros de clase Solecito, Johan, Ivan, Avalos, Lorena, Irasemiau, Yess, Isai,
Héctor sin excluir a ningin companero del grupo 22. Asi como a mis companeras de
laboratorio Valeria, Luz y Mariana “Teté”.

A lvan Lépez, quien conoci al inicio de la carrera y se han convertido en un gran amigo que
me ha apoyado en los momentos de mayor conflicto.

A mis sinodales que sin su apoyo y tiempo dedicado a en este proyecto, no habria sido
posible concluir esta etapa académica tan importante.



Contenido

1. INTRODUGCION.....couieetieeeetseeeesseeeeess e sess e sess st ess st 12
2. ANTECEDENTES. ..ottt ettt ettt a et a b b s e s ese et ese e s ese et enses e s esansesessesessesessaneas 14
3. MARCO TEORICO. ..occiveeeiieeeeessiseeseesss s esessss s ssssss st 15
3.1 NANOPAMTICUIBS. ...ttt bbbttt b et b bbbt en b eneaes 15
3.2 Nanoparticulas a base de CarDONO. ..ot 16
3.3 NanOMaAterialeS OFQANICOS. ....c.ovuiiiuiieiiieieeere ettt b et s bbbttt saeneas 17
3.4 Nanomateriales iNOIGANICOS. ......coueuiriiiieiirieeree ettt sttt sttt b et b et b et saeneas 18
3.5 Nanomateriales compuestoS 0 COMPOSITOS. .....c.cueuiririeuiiririeieiririeee ettt 19
3.6 OXIAOS SEMICONAUCIOIES .......coeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s ee e eesee s s e s e s ses e se e seseeessssseseens 19
3.6.1 Oxidos semiconductores como agentes promotores de crecimiento en germinados.................... 21
3.7 AGEICUITUIA ..ottt h e bbbt bt e e st eh e e bt e b e e b et et et et eneebeebenae b e 22
3.7.1 NANOTEILIIZANTES. . .cveeeeeeee ettt sttt ettt s ettt e st e st et et ene e st enessesseeaees 23
3.7.2 Efectos de NanoOfertiliZantes. ........cov oo 24
3.8 EStrés DIOtICO ¥ @DIOTICO. ....c.coueuiiiieiiict ettt 25
3.8.1 Nanoparticulas como generadores de ESIIES. ..o 25
3.8.2 Estrés abiotico generado pOr MELAIES. ..o 27
3.9 ESpecies reactivas A€ OXIGENO. ......ccciriiriiirieirictrtees ettt ettt sttt 28
70 T2 Yo 11771 F= To JF= g [0 D1q T F= U (= TSRS 30
3.10 MetabolitOS SECUNUANOS. ....couiriiriiriiriiieeeee ettt ettt b et ettt et ebeebe b b e 32
3.10.1 TEIPENOS. cuterteeeieieeeetieteete st etes e steetesteesteseaseessesseassestesseassessesssesseassessesseessessesseensessesssasseeseesesseensessensenns 33
3.10.2 FENOIES. ..ttt h bttt a e h e bbbttt et bt bt b e 34
0 0 B\ (o= 1] T =T SRS 35
0 I C 1= 0 1 0 F= o o OSSR 36
4. DESCRIPCION DEL PROBLEMAL...........cosmiiiereiessnseesssssssesssesssss s sssssssssssss s ssss s ssssessssssnees 38
5. PLANTEAMIENTO TEORICO. .....ouiveieeeeeeeeeeeeeeeseeseeeesess s ss s sss s ssssssasssssesss s ssssssessseenns 38
LT A o 11 To =T U RUURRROt 38
5.2 ODJEIIVO GENEIAL......oiiieiieiie ettt b e b e b bt naene s 38
5.3. ODjJEliVOS ESPECITICOS ...c.evviiiriciciisec ettt 39
5. JUSHIICACION. ...ttt ettt ettt b ettt s b e st e st b et et e st eb e e et e s e b e st enensenenteneas 39
8. METODOLOGHA. .....coorrreeerieeeeeeesssseeesesss st sess st 41
B.1 MALEIIAIES. .........oviicececte ettt bttt bbb bbb nas 41
6.2 Sintesis de nanoparticulas de TiO, por MO0 SOI-GEL. ........cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e 41
6.3 Caracterizacion fisicoquimica de [0S Materiales. .......c.cceveieiiiiiiiceceeee e 43



6.4 Desarrollo de germMiINACION. .......ccciriririiirieere ettt sttt ettt b et b s bt ae st saeneas 43

6.5 Porcentaje de germiNACION. ........c.ciiiieuiiririeceree ettt ettt 44
6.6 Preparacion de EXIrACIOS. ......cov ittt bbbt 44
6.7 Cuantificacion de flavonoides tOtAlES. ..o 44
6.8 CUANLIfiICACION AE FENOIES. ....ceeeeieeiceee e ettt st e b et e e eseesessessees 45
6.9 Determinacién de capacidad antioxidante mediante DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo). ................ 46
6.10 Determinacién de capacidad antioxidante mediante ABTS (Acido 2,2-azino-bis-3etiltiazolina
DENCENOSUIFONICO-6)....uiuieviieeiieieiese ettt sttt ettt be e se e e s e st e sessesesaenesbenesteneesenens 46
7.0 ACHIVIAAd ENZIMATICA. ....eoveeeeeirieieeeeee ettt st b et e e b e e ese e et enaesensenessenens 47
7.1 Fenilalaning @amonio AS@........ccueiiiririerieiieieieese sttt st seeseesessesbestessesenaeneeseeseesensenes 47
7.2 SUPEIOXIAO ISIMUIASE .....cueoveniieiieiiieiete ettt sttt ettt b et b s b et sesbenesbeneas 48
0 T 07 1 - 1T OSSR 48
7. RESULTADOS. ...ttt b et b bttt b et b bt e et asebebenes 48
7.1.0 Caracterizacion de NanOParTiCUIAS. ........cccveiriiriireeieee ettt 48
7.1.1 Microscopia electrénica de Barrido (SEM). ... 48
7.1.2 Difraccion de ray0s (XRD). ..ottt 49
7.1.3 ESPECIroSCOPIA RAMEAN. ...coucuiiiiiiiec ettt sttt 51
7.2.0 Morfologia de germMINAUOS. ......cccciriiiriiuirieiie ettt ettt naeneas 52
7.2.1 Porcentaje de germMINACION. ........cirieiirieirieiirieesietste sttt ettt sttt b ettt b et et ss e b et esesbenesteneas 52
7.2.2 PES0O fTESCO. .ottt 52
7.2.3 LoNGItUA @ FAAICUIA. ......cueeeiiiectee ettt sttt 55
7.2.4 Clorofila (MediCIONES SPAD). ...ttt ettt naene s 57
7.2.5 Longitud y @ancChura de NOJAS. .......cccceciieieieiceee ettt ettt b e s re e be e estesseensesrenneens 60
2 A g L] Lo o [= N o o F= 1= TP 60
7.2.7 LONGIUA 8 NOJAS ..ottt ettt ettt et e st e s se et e s teestenteesaentesseenaenreeneens 62
8.0 Perfil Metabdlico en germinados de alfalfa tratados con nanopatrticulas TiO2 y Ag-TiOz, sintetizadas
POF MEAIO AE SOl GEN....eieie ettt b et b bbbttt st eb e 65
8.1.1 Curvas de Calibracion empleadas en la cuantificacién de metabolitos secundarios y actividad
ANTIOXIANTE. ...ttt bbbt a bbbt b et b et sb e e bt n b et n et sneie e 65
8.1.1.1 Curva estandar para determinacion de fenoles totales. ... 65
8.1.1.2 Curva estandar para determinacion de flavonoides totales. ... 66
8.1.2.1 Estandar de calibracién para determinacién de actividad antioxidante mediante inhibicion de

(7= o [Tor= LI = I SRR 67
8.1.2.2 Estandar de calibracién para determinacién de actividad antioxidante mediante inhibicion de

(7= o Tor= 1IN I ] o o ST 68
8.2.1 Determinacioén de fenoles totales en germinados con tratamiento de TiOz y Ag-TiOa........ccucuneeeee. 69



8.2.2 Determinacioén de flavonoides totales en germinados con tratamiento de TiOz2 y Ag-TiOz ............. 70

8.2.3 Determinacion de Capacidad antioxidante en germinados con tratamiento de TiO2 y Ag-TiOx..... 72
8.2.4 Actividad estabilizadora de radical DPPH™ en germinados tratados con TiOz y Ag-TiO................ 72
8.2.5 Actividad estabilizadora de radical ABTS™ en germinados tratados con TiOz y Ag-TiOs. .............. 74
9.0 Actividad de las enzimas Super 6xido dismutasa (SOD), Fenilalanina Amonio Liasa (PAL) y

CALAIASA (CAT ). ittt b et b et h e b et h bbb e a e b e n e b en e e b et ket b et ne bt eaeneas 77
8. DISCUSION. ....oourmirreeeirreeeessseeeseessss st sess s 79
9. CONGCLUSIONES. ..ottt ettt etttk bbb s s st s st ettt e e e e eses st saetebenena 86
10. PERSPECTIVAS. ..ottt b bbbt e ettt et e es 87
TT.REFERENCGIAS.......oo oottt ettt sttt s et st s e st e s et e s e s e s e sese e e s s s s e s 88
T2, ANEXOS ...ttt ettt ettt s s s bbb s ettt b AR e R e e s e s 104

Indice de Figuras

Figura 1. a) Fullereno y b) nanotubo de carbono de pared simple (CNT. ................coeeniil. 17
Figura 2. a) liposoma y b) MiCela. ... 18
Figura 3. a) nanoparticula de oro y b) Core-shell. ... ... 18

Figura 4. a) matriz de hidrogel embebida con nanofibras y b) nanotubo de carbono recubierto.

.......................................................................................................................... 19
Figura 5. a) estructura molecular de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) y b) acido 2,2'-azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfdnico) (ABTS). ... e 32
Figura 6. Molécula de Geraniol, componente de esencias volatiles en las flores.
......................................................................................................................... 34
Figura 7. Estructura quimica de la antocianina, componente de pigmentos en flores.
.......................................................................................................................... 35
Figura 8. Estructura de nicotina, componente adictivo del tabaco. ............c.cocoviiiinin. 36

Figura 9. Esquema grafico para sintesis de nanoparticulas por método sol-gel.

Figura 10. Microscopia electrénica de barrido de nanoparticulas de TiO2 (figura a) y Ag-TiO2
(figura b) sintetizadas por metodologia Sol-gel. ..o 49

8



Figura 11. Patrén de difraccion de rayos X para nanoparticulas sintetizadas mediante técnica
570 ] o = 50
Figura 12. Espectro Raman de las nanoparticulas TiOz2 y Ag-TiOz2 sintetizados mediante técnica
SOI-g . e 51
Figura 13. a) peso fresco de germinados de alfalfa tratados con TiO2, b) peso fresco de
germinados de alfalfa tratados con Ag-TiO2. La comparacién entre los promedios usando la
prueba de Tuckey se sefala con letras, los promedios con letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05). La comparacién de los promedios con el control, usando la prueba de

Dunnett, se sefala con las barras rojas, los promedios con diferencia significativa (p < 0.05).

Figura 14. a) Longitud de radicula de alfalfa tratados con TiO2, b) Longitud de radicula de
germinados de alfalfa tratados con Ag-TiO2. La comparacién entre los promedios usando la
prueba de Tuckey se sefala con letras, los promedios con letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05). La comparacién de los promedios con el control, usando la prueba de
Dunnett, se sefala con las barras rojas, los promedios con diferencia significativa (p < 0.05).

Figura 15. Efecto de NPs de TiO2 (figura a) y Ag-TiO2 (figura b) sobre unidades SPAD
correspondientes con la pigmentacién de hojas verdaderas en germinados de alfalfa. La
comparacioén entre los promedios usando la prueba de Tuckey se sefala con letras, los
promedios con letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). La comparacion de
los promedios con el control, usando la prueba de Dunnett, se sefala con las barras rojas, los
promedios con diferencia significativa (p < 0.05). ..o 58
Figura 16. Efecto de NPs de TiOz2 (figura a) y Ag-TiOz (figura b) sobre sobre el ancho de hojas
verdaderas en germinados de alfalfa. La comparacién entre los promedios usando la prueba de
Tuckey se sefnala con letras, los promedios con letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05). La comparacién de los promedios con el control, usando la prueba de
Dunnett, se sefala con las barras rojas, los promedios con diferencia significativa (p < 0.05).

Figura 17. Efecto de NPs de TiOz2 (figura a) y Ag-TiOz2 (figura b) sobre sobre la longitud de hojas
verdaderas en germinados de alfalfa. La comparacién entre los promedios usando la prueba de
Tuckey se sefala con letras, los promedios con letras diferentes indican diferencias

9



significativas (p < 0.05). La comparacién de los promedios con el control, usando la prueba de
Dunnett, se sefala con las barras rojas, los promedios con diferencia significativa (p < 0.05).

.......................................................................................................................... 63
Figura 18. Curva de calibracion para Fenoles. ... 66
Figura 19. Curva de calibracion para Flavonoides. ..o, 67
Figura 20. Curva de calibracion para ABTS. ... 68
Figura 21 Curva de calibracion para DPPH. ... 69

Figura 22 Efecto de NPs de TiOz2 (figura a) y de Ag-TiO2 (figura b) sobre fenoles totales en
germinados de alfalfa. La comparacion entre los promedios usando la prueba de Tuckey se
sefala con letras, los promedios con letras diferentes indican diferencias significativas (p <
0.05). La comparacion de los promedios con el control, usando la prueba de Dunnett, se sefiala
con las barras rojas, los promedios con diferencia significativa (p <0.05). ..............coooeie. 70
Figura 23. Efecto de NPs de TiOz2 (figura a) y de Ag-TiOz (figura b) sobre flavonoides totales en
germinados de alfalfa. La comparacion entre los promedios usando la prueba de Tuckey se
sefala con letras, los promedios con letras diferentes indican diferencias significativas (p <
0.05). La comparacion de los promedios con el control, usando la prueba de Dunnett, se sefiala

con las barras rojas, los promedios con diferencia significativa (p < 0.05). ........cocoiiiiannnn. 71

Indice de Tablas

Tabla 1. Tamanos de nanoparticulas calculados a partir de métodos Williamson-Hall y Scherrer,

grado de cristalinidad y constante de estrés. ..o 50
Tabla 2. Modificaciones del peso fresco en germinados de alfalfa. ....................ocoi 53
Tabla 3. Modificaciones de longitud radicular en germinados de alfalfa. ........................... 56

Tabla 4. Modificaciones en los valores SPAD, correspondientes al cambio de pigmentacion en
hojas verdaderas de germinados de alfalfa. ..., 59
Tabla 5. Modificaciones en el ancho de hojas verdaderas en los germinados de alfalfa. ...... 62

Tabla 6. Modificaciones en la longitud de hojas verdaderas de los germinados de alfalfa.

.......................................................................................................................... 64
Tabla 7. Curva estandar para determinacion de fenoles totales. ..., 66
Tabla 8. Curva estandar para determinacion de flavonoides totales. ..., 67

10



Tabla 9. Estandar de calibracién para determinacion de actividad antioxidante mediante

iNhIbICiON de radiCal AB T S . .. e 68
Tabla 10. Estandar de calibracién para determinacién de actividad antioxidante mediante
inhibicidn de radical DP PH ™. ... e 69
Tabla 11. Actividad estabilizadora de radical DPPH** en germinados de alfalfa tratados con TiOz2.
.......................................................................................................................... 72
Tabla 12. Actividad estabilizadora de radical DPPH™" en germinados de alfalfa tratados con Ag-
T2, e e 73
Tabla 13. Actividad estabilizadora de radical ABTS™* en germinados de alfalfa tratados con TiOx2.
.......................................................................................................................... 74
Tabla 14. Actividad estabilizadora de radical ABTS** en germinados de alfalfa tratados con Ag-
i 2. i 76
Tabla 15. Actividad enzimética en germinados tratados con NPs de TiOz2y Ag- TiOa. ......... 78

11



1. INTRODUCCION.

Durante los ultimos afnos, la nanotecnologia ha ganado gran relevancia en
aplicaciones como salud publica, medicina, industria y agricultura. Este, es un
amplio campo de estudio encargado de comprension y manipulacion de las
propiedades fisicas y quimicas a nivel atémico, molecular o supramolecular, de la
materia, con la finalidad de encontrar 0 mejorar propiedades que puedan ser
aplicadas en la innovacion de productos en distintos rubros como los antes
mencionados (Sanzari et al., 2019).

En este sentido, el uso de nanometales como estimulantes en el crecimiento de
plantas ha cobrado interés ya que tienen la propiedad de interactuar con estructuras
vegetales debido a su tamafno y son capaces de internalizarse en la membrana
celular. No obstante, los mecanismos de interaccién no son del todo claros entre
nanomateriales y plantas. Existen discrepancias y a menudo contradicciones sobre
la absorcidon, translocacion, acumulacién, biotransformacién y toxicidad de las
nanoparticulas en diversas especies vegetales. Por lo que aun quedan muchas
interrogantes sobre el destino y las interacciones de las nanoparticulas en las
células vegetales (Ma et al., 2010). De esta forma, la absorcién de nanoparticulas
por las plantas comprende un area poco predecible, pues depende de mdultiples
factores relacionados con la nanoparticula en si (tamafio, composicidn quimica,
carga neta y funcionalizacion de la superficie), pero también de las vias de
aplicacion, las interacciones con los componentes ambientales (textura del suelo,
disponibilidad de agua, microbiota), la limitacion debida a la presencia de una pared
celular, la fisiologia y la anatomia polifacética de cada especie vegetal (Sanzari
et al., 2019).

Algunas de las nanoparticulas metélicas y de 6xido metélico que son mas utilizadas
en la industria son el diéxido de titanio (TiO2), plata, éxido de zinc, di6xido de cerio,
cobre, 6xido de cobre, aluminio, niquel, asi como hierro y por tanto, las que mas se

estudian por su impacto en distintas plantas. Algunas nanoparticulas no metalicas,
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como los nanotubos de carbono de pared simple y el fullereno, se han estudiado a
fondo para revelar sus mecanismos de nanotoxicidad. Varios estudios sobre el
impacto de las nanoparticulas metalicas y de éxidos metalicos en las plantas han
puesto de manifiesto sus efectos téxicos, mientras que unos pocos estudios también
han indicado su papel beneficioso en forma de mejora de los parametros de
crecimiento y productividad de las plantas (Cvjetko etal.,, 2017; Okupnik &
Pflugmacher, 2016; Tripathi et al., 2017).

De este modo, la nanotoxicologia se encuentra dentro de un aspecto de la
"nanociencia", definido por la Royal Society como "el estudio de los fenbmenos y la
manipulaciéon de materiales a escala atdmica, molecular y macromolecular, cuyas
propiedades difieren significativamente de las de una escala mayor". Para entender
la toxicidad de los nanomateriales, es preciso considerar su caracterizacion
fisicoquimica en relacion con una serie de factores, ademas de su composicion y
propiedades quimicas. La nanotoxicologia surge como una subdisciplina y con un
considerable crecimiento en la ciencia toxicolégica (Hobson & Guy, 2024).

El conocimiento desarrollado en las dos ultimas décadas en esta subdisciplina sobre
la realizacién de estudios nanotoxicologicos fiables y reproducibles ha ido en
aumento. En particular en las areas de caracterizacion de dosis, administracién de
dosis por diversas vias y evaluacién de datos nanotoxicol6gicos para incluir
propiedades como la composiciéon quimica, las dimensiones del nanomaterial, el
area de superficie de contacto, asi como otras propiedades exclusivas de las
caracteristicas quimicas y fisicas del nanomaterial (Hobson & Guy, 2024; Wang &
Fan, 2014). Derivado de esta situacion, surge la necesidad de realizar diversas
investigaciones con la finalidad de conocer que efectos provocan las
nanoestructuras en organismos vivos, en este caso en particular en células

vegetales.
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2. ANTECEDENTES.

En la actualidad existen diversos estudios acerca de los efectos que puede tener el
uso de nanoparticulas en las plantas; sin embargo, la relaciéon entre los efectos
positivos y negativos respecto a la especie en la que se evalla el tratamiento difieren
mucho. Esto quiere decir, que auin no se comprende de manera clara cudles son los
mecanismos de accion que tienen este tipo de aditivos en la germinaciéon y el
crecimiento de las plantas, incluso los resultados son distintos dependiendo de la
etapa de crecimiento en la que sea aplicado el tratamiento (Pérez-de-Luque, 2017).
Diversos estudios han demostrado que el uso de altas concentraciones de
nanoparticulas puede llegar a provocar efectos tdéxicos en cultivos de tomate, trigo,
pepino, maiz, alfalfa, lechuga, entre otros (Elamawi & El-Shafey, 2013; Paramo
et al., 2020; Simonin et al., 2017).

Derivado de esta situacién surge la inquietud de evaluar, los posibles efectos que
pudiesen presentar las especies Medicago sativa L. en la etapa de germinacion bajo
un tratamiento de riego por inmersion. Algunas investigaciones sugieren que el
tratamiento con nanoparticulas de TiO2 puede afectar, por ejemplo, el desarrollo de
Maiz (Zea mays) causando disminucion en la tasa de germinacion, longitud de la
raiz, longitud del brote y bioacumulacién (Cox et al., 2017a). Sin embargo, otro
estudio realizado sobre el proceso de germinaciéon y crecimiento en alfalfa
(Medicago falcata L.) con presencia de nanoparticulas de oxido de hierro Il (Fe3QOy),
mostraron tener efectos positivos en proporciéon de concentraciones elevadas,
incrementando el nimero de hojas, la longitud de la raiz y brote, el peso y la masa
total de la planta (Kokina et al., 2020).

Por otra parte, un estudio realizado en Amaranto (Amaranthus retroflexus L.)
demostrd tener efectos negativos, cuando las plantas fueron expuestas a un
tratamiento foliar con nanoparticulas de plata, cobre y 6xido de zinc, causando
necrosis en lashojas y disminucion del contenido de clorofila, siendo el 6xido de zinc
el tratamiento con mayores efectos adversos en la planta (ARUNA et al., 2014). Por
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otro lado, un estudio realizado sobre la misma especie, reporté que el uso de
nanoparticulas de 6xido de silicio (SiO2) en concentraciones de 400, 2000y 4000
mg/l, redujo drasticamente el porcentaje de germinacién y longitud de brote y raiz;
asicomo el peso fresco y seco en el brote y raiz. Asi mismo se evaluo el efecto que
tuvo el uso de estas nanoparticulas sobre compuestos fotosintéticos como
carotenoides y clorofila a, b y a+b. Los resultados demostraron tener un efecto
negativo sobre la especie Amaranthus retroflexus L., ya quetodos los compuestos
mencionados, tuvieron un marcado descenso a medida que la concentracidn
aumentaba (Sharifi-Rad et al., 2016). En contraste, una investigacion realizada
sobre Trigo (Triticum aestivum L.) evaluando el efecto de nanoparticulas de TiOz,
demostro tener efectos positivos en bajas concentraciones sobrela longitud de la

raiz, germinacion y produccion de clorofila (Rafique et al., 2018).

Por lo mencionado anteriormente, es de interés estudiar el posible efecto que
pudiese tener el uso de nanoparticulas de TiO2 dopadas y de TiO2 dopadas con
plata (Ag) como aditivos, en germinados de alfalfa (Medicago sativa L.) debido a su
alto valor nutricional y su uso generalizado como alimento de forraje ya que
representan un nicho de oportunidad de mejoramiento en la produccién de dichas
especies. Los germinados tienen gran importancia por su buen balance dietético,
composicion quimica y contenido de vitaminas; algunas especies como la alfalfa
proporcionan a los consumidores mecanismos de defensa de manera natural

(Barrén-Yanez et al., 2009a).

3. MARCO TEORICO.

3.1 Nanoparticulas.

Las nanoparticulas son particulas extremadamente pequefas, con un tamafo
comprendido de entre 1 y 100 nandmetros. Estas particulas poseen propiedades
Unicas debido a su tamafo y composicion, lo que las hace utiles en una amplia

variedad de aplicaciones. Existen varios tipos de nanoparticulas, las cuales incluyen
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nanoparticulas metalicas, 6xido-metdlicas, de carbono y naturaleza poliméricas.
Cada tipo de nanoparticula tiene propiedades unicas que las hacen ideales para
diferentes aplicaciones (Jeevanandam et al., 2018).

Las nanoparticulas tienen una amplia variedad de aplicaciones, incluyendo la
medicina, la electrénica, la energia y la industria alimentaria. En la medicina, las
nanoparticulas se utilizan en la administracion de medicamentos, terapia de imagen
e ingenieria de tejidos. En la electronica, se utilizan en la fabricacién de dispositivos
electronicos avanzados, como pantallas de alta resolucion y dispositivos de
almacenamiento de datos. En el ambito energético, las nanoparticulas se utilizan en
la fabricacién de baterias y celdas solares. En la industria alimentaria, han sido
utilizadas como aditivos para mejorar la textura y el sabor de los alimentos, asi como

en empaques (Belay et al., 2023; Bhushan, 2017).

Una de las formas en la que nanoparticulas se clasifican es por dimensiones, esta
depende del movimiento de los electrones a lo largo del material. Por ejemplo los
electrones que se encuentra en un nanomaterial 0D, no poseen una gran capacidad
de movimiento, por lo que estan “atrapados”, los materiales 1D poseen electrones
que pueden moverse en un solo eje x inferior a los 100 nm, un ejemplo de estas son
peliculas delgadas o monocapa; los 2D tienen movimiento de electrones a lo largo
de los ejes x-y, como los nanotubos de carbono, nanohilos y nanopeliculas, mientras
que los 3D tiene un movimiento permitido en los ejes x-y-z, como dendrimeros,
fullerenos y core-shell (Jeevanandam et al., 2018; Oprica & Balasoiu, 2019).

No obstante, las nanoparticulas también pueden ser clasificadas de acuerdo a su
tamafno, morfologia y atributos quimicos, cuando se hace en funcién de sus

propiedades quimicas y fisicas los principales grupos son los siguientes:

3.2 Nanoparticulas a base de carbono.

En general se puede hablar de dos grandes grupos de nanomateriales basados en
carbono, los fullerenos y los nanotubos de carbono (CNT) (Figura 1). Son de
especial interés gracias a su conductividad eléctrica, alta potencia, estructura,
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afinidad electrénica y flexibilidad. Sus usos principales estan enfocados como
adsorbentes de gases activos para la remediacion del medio ambiente, a la par de
diversos catalizadores inorganicos y organicos (“Carbon-Based Nanomaterials”,
2016).

a) b)

Figura. 1 a) Fullereno y b) nanotubo de carbono de pared simple (CNT).

3.3 Nanomateriales organicos.

Las nanoparticulas o polimeros organicos, tales como los dendrimeros, micelas,
liposomas y ferritina, se encuentran reconocidas como nanomateriales de tipo
organico (Figura 2). Estas diminutas particulas se caracterizan por ser
biodegradables y no toxicas, lo que las convierte en opciones seguras para diversas
aplicaciones. Presentan un nucleo hueco, lo que las convierte en vehiculos
altamente versatiles y prometedoras en campos como la medicina y la farmacologia

(Organic Nanomaterials, s/f).
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a) b)

Figura. 2 a) liposoma y b) micela.

3.4 Nanomateriales inorganicos.

Este tipo de particulas incluyen metales y éxidos metalicos. Por ejemplo, metales
como Au o Ag (Figura 3), asi como TiO2 y ZnO ademas de semiconductores como
silicio. Aprovechando estas caracteristicas, este tipo de nanoparticulas metalicas,
oxido metalicas y semiconductores estan encontrando aplicaciones en muchos
campos de investigacion debido a sus avanzadas propiedades Opticas; incluyendo
fotocatalisis, foto-Optica y dispositivos electrénicos, no obstante algunas de estas
también han despertado interés en el campo agricola como elicitores de crecimiento
(Oprica & Balasoiu, 2019).

a) b)

Figura. 3 a) nanoparticula de oro y b) Core-shell.

18



3.5 Nanomateriales compuestos o compaositos.

Los nanomateriales compuestos se caracterizan por poseer en su estructura dos o
mas componentes a escala nanométrica; sin embargo, estos pueden estar
compuestos también de materiales de tamafo superior (por ejemplo, nanofibras
hibridas, Figura 4). Los compositos pueden ser combinaciones de nanomateriales
a base de carbono, metal u organicos con cualquier forma de materiales a granel
metalicos, ceramicos o poliméricos Estos tienen propiedades Unicas que no se
encuentran en los materiales a granel debido a su tamafo y composicién (Martinez
et al., 2021; Vydiam & Mukherjee, 2023).

a) b)

Figura. 4 a) matriz de hidrogel embebida con nanofibras y b) nanotubo de
carbono recubierto.

3.6 Oxidos semiconductores

Los 6xidos metalicos semiconductores, han ganado gran relevancia, gracias a la
amplia gama de aplicaciones que se le atribuyen, entre las que destacan las Opticas-
eléctricas, catdlisis, sensores y remediacibn ambiental, esto debido al
aprovechamiento de su capacidad de producir electrones libres a través de un
fendmeno llamado “fotocatalisis”. En este sentido, los fotocatalizadores aprovechan
la absorcidn de luz para producir transformaciones quimicas de los participantes en
la reaccion y regenerar su composicion quimica después de cada ciclo de dichas
interacciones. Debido a una estructura electrénica conveniente, capacidad de

absorcién de luz, transporte de carga, asi como el tiempo de vida de excitacidén de

19



los 6xidos metalicos, ha hecho posible su aplicacién como fotocatalizadores.

Oxidos metalicos como los 6xidos de vanadio, cromo, titanio, zinc, estafio y cerio
que tienen estas caracteristicas siguen procesos fotocataliticos primarios similares,
como la absorcién de luz, que induce un proceso de separacion de cargas con la
formacion de huecos positivos capaces de oxidar sustratos organicos. En este
proceso, un 6xido metalico se activa cuando es expuesto ya sea a luz ultavioleta,
luz visible o la combinacién de ambos espectros. Cuando esto ocurre; los electrones
excitados son promovidos desde la banda de valencia a la banda de conduccion,
formando un par electron-hueco (e-/h+) siendo este capaz de reducir u oxidar un
compuesto adsorbido en la superficie del agente fotocatalitico (Guo et al., 2019; He,
2020; M. M. Khan et al., 2015).

La actividad fotocatalitica del 6xido metalico proviene de dos fuentes: la primera es
la generacion de "OH por oxidacién de ion “OH, el segundo de ellos se le atribuye a
la generacion del radical O2" mediante reduccion de Oz2. No obstante la capacidad
que posee un O0xido metalico semiconductor de promover pares electrén/hueco, esta
relacionada con la distancia que existe entre la banda de conduccion (BC) y la banda
de valencia (BV) y la energia con la que un fotén incide en la BV. Dicha distancia
recibe el nombre de ancho de banda prohibida o banda prohibida, que en algunos
casos es posible reducir gracias a un proceso conocido como “dopado”; el cual
consiste en la adicién de impurezas a la red cristalina. Existen dos tipos de dopaje:
(I) dopado por cationes y (Il) dopado por aniones. Cada tipo de dopante genera un
impacto caracteristico sobre la red cristalina del agente fotocatalitico. El dopaje de
iones metélicos o por cationes (Ag, Al, Cu, Fe, Ni) y no metélicos o aniones (N, S,
C, F) en la superficie de un fotocatalizador, aumenta su respuesta a la region visible
mediante la creacion de nuevos niveles de energia (o estado de impureza) entre BV
y el BC para reducir su ancho de banda. Los electrones excitados por la luz se
desplazan del estado de impureza a la BC (Ameta, 2016; He, 2020).

Entre los diversos fotocatalizadores, el TiOz2, es el fotocatalizador mas empleado, ya
que se ha utilizado con creces en la fotocatalisis heterogénea, debido a su
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estabilidad quimica, baja toxicidad y bajo coste. Existe en tres fases cristalinas con
valores distintos de banda prohibida, anatasa (3.1 eV), rutilo (3.2 eV) y brokita (3.3
eV); resultando con mejores caracteristicas fotocataliticas la anatasa (Guo et al.,
2019).

3.6.1 Oxidos semiconductores como agentes promotores de crecimiento en

germinados

La fotosintesis es un proceso que ocurre naturalmente mediante la irradiacion de
energia solar en organismos autotrofos, con la finalidad de producir carbohidratos,
tomando su materia prima del agua y el diéxido de carbono (CO), mismos que se
encuentran disponibles en toda la superficie terrestre (Rodriguez-Gonzélez et al.,
2019). Este proceso quimico es crucial en el ciclo metabdlico de las plantas y en
consecuenciade la agricultura. Por su parte, también supone un proceso importante
en la cadena alimenticia ya que, asi como las plantas requieren de ciertas
caracteristicas y recursos para obtener su alimento, de la misma manera, los seres
humanos requerimos obtener energia que nos ayude a realizar nuestras actividades
diarias y nos proporcione los elementos para mantener en funcionamiento el cuerpo.
De esta forma se vuelve de suma importancia el desarrollo de nuevas tecnologias
que nos brinden una mejor produccion de insumos vegetales de manera segura y

con los menores efectos negativos posibles (Rodriguez-Gonzélez et al., 2019).

En consecuencia, las nanoparticulas basadas en materiales fotoactivos, surgen
como una alternativaviable y de bajo costo ecoldgico para solucionar este problema,
haciendo uso de una técnica conocida como “seed priming”, la cual ha sido utilizada
ampliamente en distintas especies, con el objetivo de generar una mejor
germinacidn, alta produccion, asi como incrementar la calidadde produccion de las
semillas (Ahmed et al., 2021). El “seed priming” se puede llevar a cabo a través de
distintos estimulos, como la cantidad de agua y sales inorganicas para lograr una
produccién de alto vigor de las plantulas a través del proceso de germinacion
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uniforme dentro de la semilla, sin emergencia radical. No obstante, este método
presenta algunos inconvenientes ya que requiere grandes cantidades de agentes
promotores, lo cual resulta en un problema de residuos contaminantes en el suelo
y agua, asi mismo, los potenciadores del crecimiento de las semillas convencionales
no son estables, en comparacién con las particulas de tamafo nanométrico. Debido
a la falta de estabilidad y a la pérdida de grandes cantidades de residuos téxicos,
es necesario aplicar repetidamente estos potenciadores del crecimiento de las
semillas. Por esta razén, las nanoparticulas se proponen como agentes
potenciadores de crecimiento eficientes sobre semillas en investigaciones recientes
(Ea, 2016; Raj & Sheeja, 2019).

Algunos fertilizantes basados en TiO2 (fase anatasa) ayudan a mejorar la absorcion
de luz y favorece la actividad de la enzima rubisco activasa la cual tiene dos
funciones importantes en los organismos autotrofos, una de ellas es ayudar a la
fijacidon de CO; y la otra es que actiia como un fotorrespirador. La anatasa induce el
incremento de contenido del complejo Il de captacién de luz en las membranasde
los tilacoides (Poddar et al.,, 2020); el conjunto de estas caracteristicas ayuda
enormemente en el crecimiento de la planta (Millan-Chiu et al., 2020). La anatasa
también tiene la propiedad de incrementar los pesos frescos y secos en laplanta,

mediante la transformacion de nitrégeno inorganico en organico.

3.7 Agricultura

Actualmente, la agricultura ejerce fuertes efectos nocivos sobre el clima debido a su
elevado consumo de energia y al consumismo humano. Los pesticidas para el
control de plagas, asi como losfertilizantes que contaminan las fuentes de agua
favorecen la erosién del suelo. Estas acciones representan los principales factores
causantes de la contaminacién agricola y medioambiental. La nanotecnologia es un
enfoque emergente que puede ayudar a superar estos problemas y conducira una
agricultura sostenible (“ACS Select on Nanotechnology in Food and Agriculture”,
2014; OECD-FAOQ Agricultural Outlook 2018-2027 | OECD-FAQ Agricultural Outlook
| OECD iLibrary, s/f; Borsato et al., 2018).
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En este sentido, el uso de nanotecnologia en aplicaciones agricolas ha ido en
ascenso en los ultimosanos como una alternativa, “China representa uno de los
paises mas avanzados en cuanto al desarrollo de nanotecnologia; cuenta con 28
patentes entre el 2011 y el 2015 “ (Paramo et al., 2020). La aplicacién de la
nanotecnologia en la agricultura minimiza el costo de los fertilizantes y los
plaguicidas mediante el avance de esta herramienta. Los principales campos de
aplicacién dentro de la agricultura han sido el empacado de alimentos, la aplicacién
de nanofertilizantes, nanofungicidas y nanoherbicidas con el objetivo de tener una
mejora en el producto final, evitar enfermedades, plagas, ayudar al desarrollo y
crecimiento de la planta. El objetivo principal es generar un estrés especifico sobre
la planta para tener efectos deseados sobre la produccion de sustancias promotoras

de desarrollo y crecimiento en la planta.

Distintas investigaciones se han enfocado en estudiar los efectos que tienen los
nanomateriales enel proceso de germinacién y crecimiento en distintas especies de
plantas, como maiz, pepino, arroz,trigo, tomate, lechuga, espinaca y otras mas. Esto
con el objetivo de promover su uso en aplicacionesagricolas y mejorar la eficiencia
en la produccién. Por ejemplo, se ha reportado el uso de nanoparticulas de (6xido
de titanio) TiO en el tratamiento de semillas de espinaca, produciendo 73% mas de
peso seco, tres veces mas actividad fotosintética y un incremento en la produccion

de 45% de clorofila a, en comparacién con el grupo control (Khot et al., 2012).

3.7.1 Nanofertilizantes.

Un fertilizante es una sustancia quimica que proporciona elementos nutritivos para
las plantas. Como producto quimico, es una sal inerte sin carga que, al mezclarse
con el agua, ya sea del suelo o de una solucién, se disocia y deja nutrientes en
forma ionica, es decir, elementos con carga negativa (aniones) o con carga positiva
(cationes) (Guzman & Diaz, 2004). Los fertilizantes pueden ser disefiados de dos
maneras, una de ellas es a hanoescala y la otra es como un conjugado basado en

nanotransportadores. En el primer caso, macronutrientes y micronutrientes son
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sintetizados a nanoescala para actuar directamente como fertilizantes, en el
segundo caso hablamos de nanomateriales que son acoplados a fertilizantes
tradicionales, es decir, que las nanoestructuras son tratadas como aditivos. El uso
en general de nanoestructuras ya sea como fertilizantes o como aditivos ofrecen
multiples beneficios, como la liberacion controlada de las sustancias activas en
funcion de las necesidades que requiera la planta durante el crecimiento y desarrollo
(Pitambara et al., 2019).

Estudios recientes indican que los nanofertilizantes tienden a mejorar el rendimiento
del cultivo, lafertilidad del suelo y el vigor total de la planta, sugiriendo que la
aplicacién nanotecnolégica deestos, tiene efectos benéficos sobre la germinacién
de las semillas y crecimiento de raices y hojas en experimento realizados (Ashfaq
et al., 2017).

En esencia el papel principal que juegan los nanofertilizantes es el de propiciar una
liberacion controlada y dirigida de nutrientes que ayuden a aumentar la eficacia en
el desarrollo de la planta, generando asi una mayor viabilidad econdémica. Por
mencionar algunos tipos de aditivos que se hanproducido se tienen la zeolita, cobre,
silice, aluminio, carbén, zinc y nitrégeno (Silva et al., 2018).

3.7.2 Efectos de Nanofertilizantes.

La mayoria de los estudios que se han llevado a cabo apuntan a que el uso de
nanofertilizantes en plantas sugiere efectos positivos, sin embargo, no siempre es
de esta manera. Una investigacion realizada en Microstegium vimeneum, usando
nanoparticulas de plata; reporta efectos adversos como lento crecimiento,
incremento en el estrés oxidativo, anomalias genéticas, por mencionar algunas
(Colman et al., 2013). En un caso similar, otro estudio realizado sobre Pennisetum
glaucum con el mismo tipo de particula, demostré tener efectos positivos en la etapa
de germinacién, pero después afectdel crecimiento de la plantula (Parveen & Rao,
2015). Es evidente que existen respuestas contradictorias (que estan asociadas a
altas o bajas concentraciones empleadas) en cuanto a cual es el efecto que las
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nanoparticulas tienen sobre la planta, no existe un indicativo especifico de la
respuesta toxicolégica en una especie en particular tampoco la naturaleza de
particula, carga superficial, morfologia o tipode exposicion, que afectaran de una
manera en particular al organismo; existen diversas variables a considerar, no
obstante, existe una correlacién de efectos adversos y altas concentraciones de
materiales nanoparticulados. Es importante remarcar que este comportamiento no
se presenta entodas las especies (Basahi, 2021; ltroutwar et al., 2020; Sz6lISsi
et al., 2020).

3.8 Estrés biético y abidtico

Las plantas se desarrollan y reproducen en entornos dificiles, llenos de numerosos
elementos quimicos y fisicos que cambian con el tiempo y el lugar. La luz, el agua,
el didxido de carbono, el oxigeno, la disponibilidad y el contenido de nutrientes del
suelo, la temperatura, las sales y los metales pesados son los principales factores
ambientales abidticos que influyen en el crecimiento de las plantas. Estas
fluctuaciones de los componentes abidticos suelen tener efectos perjudiciales sobre
la bioquimica y la fisiologia de las plantas. Sin embargo, la planta no solo se
encuentra expuesta a agentes abidticos, sino que también esta en constante
interaccion con agentes bioldgicos, es decir, un estrés bidtico. Los seres vivos, en
particular virus, bacterias, hongos, nematodos, insectos, aracnidos y malas hierbas,
son los principales responsables del desarrollo del estrés bidtico en las plantas. La
muerte de las plantas puede deberse a que los agentes de estrés bidtico privan
directamente a su huésped de sus nutrientes. Al permanecer en un estado estético,
las plantas no pueden simplemente trasladarse a un habitat mas favorable para
escapar del estrés. Por lo que para superar estas limitantes, han desarrollado la
capacidad de adaptarse a condiciones adversas, cambiando entre procesos
fisioldégicos y bioguimicos para mantener el crecimiento y la reproduccién (Abiotic
and Biotic Stress, 2020; How Abiotic Stress Conditions Affects Plant Roots, 2020).

3.8.1 Nanoparticulas como generadores de estrés.
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Dentro de los estimulos estresores abidticos se encuentran los distintos tipos de
nanoparticulas y su reciente uso como agentes elicitores. Un agente elicitor es un
factor de estrés que tiene la capacidad de inducir en las plantas caracteristicas
estimulantes como el aumento del crecimiento, el rendimiento, la calidad de la
produccién (bioestimulacién) asi como un incremento en la tolerancia al estrés
(elicitacion) (Godinez-Mendoza et al., 2023), en este caso con el propdsito de
mejorar el proceso germinativo. No obstante, el uso de nanoestructuras ha
demostrado tener efectos variados en cada una de las especies evaluadas. Los
efectos observados dependen en general de sus propiedades como son: naturaleza
fisica, métodos de preparacion, tamanos, estructuras de las nanoparticulas y el
modelo bioldgico sobre el que se realizan las pruebas. Los principales indicadores
fisiolégicos de los efectos téxicos de las NPs son la energia germinativa, la
elongacion de las raices y la biomasa de las hojas, entre otros. Al mismo tiempo
existe evidencia (Mushinskiy & Aminova, 2019; Santas-Miguel et al., 2023) que
indica que algunas NPs pueden tener importantes consecuencias negativas como
la reduccién de la germinacion de las semillas e inhibicion de la brotacién y de la
longitud de las raices. Por lo tanto, el efecto observado por el uso de los distintos
materiales nanoparticulados no indica una clara tendencia en cuanto a si las

consecuencias de uso son positivos o0 negativos.

El diéxido de Titanio (TiO2) es unos de los compuestos naoparticulados mas
utilizados como agentes elicitores de crecimiento debido a su amplia disponibilidad;
ha demostrado tener efectos positivos sobre el crecimiento de plantas (lgbal et al.,
2021; Kushwah & Patel, 2020; Ranjan et al., 2021). Por otro lado los efectos
observados usando nanoparticulas de Zn sobre la germinacion indican una
dependencia de la concentracidon de nanoparticulas de Zn, mostrando un efecto nulo
0 positivo a bajas concentraciones y un efecto inhibidor a concentraciones mas altas
de estas nanoparticulas, en algunos casos favorecieron el proceso en algunas
plantas como frijol, Capsium annuum, T. aestivum y Linum usitatissimum (Bayat
et al., 2022; Garcia-Lopez et al., 2018a; Nguyen et al., 2021).

Algunos otros tipos de nanoparticulas son usados para aliviar la latencia de las
semillas y promover la germinacion asi como el vigor germinativo de especies
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agricolas y forestales; esto a través de procesos de acumulacion de las
nanoparticulas en la cubierta de la semilla, lo cual puede mejorar la focalizacién de
especies reactivas del oxigeno y, por lo tanto, activar los procesos bioquimicos
implicados en la ruptura de la latencia de la semilla y activar la germinacion de la
semilla (I. Khan et al., 2022).

3.8.2 Estrés abiético generado por metales.

El estrés generado por metales pesados es uno de los principales promotores de
estrés abidtico que provoca efectos peligrosos en los seres vivos, incluidas las
plantas. En general los metales pesados son no biodegradables, lo que significa que
no pueden ser eliminados por medio natural en el contexto ambiental. Algunos son
considerados inmoviles, es decir, no pueden trasladarse de la zona en la que
inicialmente son acumulados, mientras que otros denominados moviles si pueden
ser absorbidos por el sistema radicular de las plantas mediante difusién (Varma &
Jangra, 2021). Los metales pesados, pueden encontrarse en distintas cantidades
en el ecosistema afectando directamente al crecimiento y la fisiologia de las plantas.
Las plantas superiores extraen iones metélicos biolégicamente utilizables de la
solucién del suelo a través de transportadores de membrana, y diferentes cationes

metalicos son transportados a través de la membrana plasmatica en las raices.

El mecanismo molecular de respuesta de las plantas al estrés abi6tico es multinivel
y multiproceso, e implica deteccion, transduccion de seiales, transcripcion,
procesamiento y traduccién y modificacion de proteinas, es un mecanismo de
respuesta complejo con multiples genes, vias de sefalizacion asi como procesos
metabdlicos (Dong etal., 2022; Zhang etal.,, 2023). Por ejemplo a altas
concentraciones de metales pesados como: Cd, Ni, Pb, Cu y Zn en é&reas de
produccién vegetal se induce estrés en la planta, la aparicion de estimulos abiéticos,
ya sea de forma individual o simultdnea, desencadena la sobreproduccién de ROS
en las células vegetales, lo que se convierte en un reto importante para el
crecimiento y la productividad 6ptimos de las plantas (Sachdev et al., 2021). Una
vez promovida la formacion de radicales libres en la planta bajo estrés, se
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manifiestan dafos en los tejidos y puede conducir a deterioro oxidativo (Foyer et al.,
1997; How Abiotic Stress Conditions Affects Plant Roots, 2020).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) representan un papel fundamental en el
proceso de adaptacion de las plantas al estrés abidtico. Principalmente fungen como
moléculas de transduccidn de sefales que regulan diferentes vias durante la
adaptacién de las plantas al estrés, sin embargo, también son subproductos téxicos
del metabolismo del estrés. Asi mismo las plantas manifiestan el estrés a través de
la producciéon de metabolitos secundarios, los cuales fungen como moléculas
sefnalizadoras. No obstante, la produccién de ROS y metabolitos secundarios no
son los Unicos mecanismos con los que cuenta las plantas para combatir el estrés
inducido por estimulos bidticos y abiéticos; también entran en juego la activacion de
distintas enzimas, que en general representan la primera linea de defensa ante
escenarios adversos; todos estos sistemas funcionan en conjunto para proveer al

organismo proteccion ante el estrés.

3.9 Especies reactivas de oxigeno.

Las especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxigen Species: ROS por sus siglas
en inglés) son moléculas quimicamente activas que contienen oxigeno y que
pueden oxidar otras moléculas, es decir, atraer o robar electrones libres de otras
moléculas cercanas reduciendo asi su numero de oxidacion y volviendose
“estables”. Las ROS incluyen iones de oxigeno, radicales libres y peréxidos, tanto
inorganicos como organicos, las especies reactivas de oxigeno son participantes
esenciales en la sefalizacion celular, la induccién de la respuesta mitogénica y la
defensa contra agentes infecciosos. El exceso de los ROS puede alterar la funcion
celular normal y promover el dano irreversible a lipidos, &cidos nucleicos y a
proteinas celulares (Carvajal Carvajal, 2019). En las células vegetales las ROS son
generadas en diferentes organelos, principalmente en el cloroplasto y peroxisomas,
sin embargo también en la mitocondria, membrana plasmatica, pared celular,

reticulo endoplasmatico y el nucleo (Das & Roychoudhury, 2014; Karpinska et al.,
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2017). Se les considera como metabolitos del oxigeno parcialmente reducidos. Los
ROS incluyen especies radicales y no radicales. Algunos de ellos son el ion
superoéxido (O27), hidroxilo (*OH), Radical alcoxido (RO*), Radical peroxilo (ROO"),
Peréxido de hidrégeno (H202), Oxigeno singulete ('0Oz2) y Ozono (Os), entre otros.
Las ROS, segun su nombre lo indica, presentan una reactividad mas alta que el
oxigeno molecular. Algunas de ellas pueden ser radicales libres, es decir, moléculas
o fragmentos moleculares que contienen uno 0 mas electrones desapareados en
orbitales atémicos o moleculares. Este electron desapareado confiere un grado
considerable de reactividad al radical libre logrando ademas que pueda existir de
forma independiente por cortos periodos de tiempo (Londofio Londorio, 2012; Valko
et al., 2007).

Un radical puede donar un electrén desapareado a otra molécula o puede robar un
electron, para formar un par electronico. Si un radical toma un electron de otra
molécula o dona uno, la otra molécula se transformara en un radical libre, por lo que
se puede decir que esta es una de las caracteristicas, mas importantes de las ROS;

son capaces de comenzar reacciones en cadena.

Es importante tener en cuenta que la produccién de ROS es una consecuencia
inevitable de la vida aerdbica y un aspecto negativo de las enormes ventajas
energéticas que ofrece la utilizacion de Oz respecto de los metabolismos
fermentativos de los organismos anaerdbicos. Aun bajo condiciones éptimas de
funcionamiento, no menos 3 de un 5% de los electrones transferidos durante la
fotosintesis y la respiracion van a parar al O2y producen ROS (Carrillo & Valle,
2023).

Las diferentes especies reactivas pueden originar un estado conocido como estrés
oxidativo. Este es definido convencionalmente como un desbalance entre la
generacion de especies reactivas de oxigeno y la defensa antioxidante, encargada
de la remocién de dichas especies. En el estrés oxidativo el desbalance se da a
favor de un aumento significativo en la concentracion de las sustancias o especies

oxidantes reactivas. En una situacién donde este desbalance es muy pronunciado,
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las moléculas biolégicas como el ADN, las proteinas y los lipidos de la membrana
pueden resultar dafiados en forma irreversible (Das & Roychoudhury, 2014; Halliwell
& Whiteman, 2004).

3.9.1 Actividad antioxidante.

La actividad antioxidante se refiere a la capacidad de una sustancia para inhibir la
degradacioén oxidativa (ejemplo, peroxidacion lipidica), por lo que un antioxidante
desempefna un papel importante, debido a su capacidad para reaccionar con
radicales libres, terminando reacciones que suceden en cadena. Es necesaria una
distincion entre actividad estabilizadora de radicales libres o anti-radicalaria
(scavenger en inglés) y actividad antioxidante. La primera esta determinada
completamente por la reactividad de un antioxidante frente a radicales libres, lo cual
puede ser caracterizado por la velocidad de esa reaccion. Por su parte, la segunda
mide la capacidad para retardar la degradaciéon oxidativa. Por lo tanto, una alta
actividad anti-radicalaria no siempre correlaciona con una alta actividad
antioxidante; en particular, algunos compuestos fendlicos sintéticos presentan alta
reactividad frente a radicales libres, pero muestran moderada actividad antioxidante
(Londoio Londono, 2012).

Los procesos de propagacion en cadena pueden ser interrumpidos mediante
reacciones entre agentes reductores y oxidantes. En un escenario general, los
antioxidantes rompen la cadena, ralentizan o detienen los procesos oxidativos
“apagando” los radicales portadores de la cadena. El papel que juegan los
antioxidantes es frenar a los radicales libres para que no causen ningun dafo al
organismo. Los antioxidantes preventivos frenan las especies oxidantes antes de
que se produzca el dano (Sundaram Sanjay & Shukla, 2021), la forma en que lo
hacen es empleando antioxidantes de naturaleza enzimatica para reducir o controlar

la accién oxidante.

El segundo sistema son los antioxidantes secundarios también llamados “chain
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breaking”, los cuales tienen la capacidad de capturar radicales libres para evitar que
se inicien reacciones en cadenay el tercer mecanismo se trata de aquellos que son
capaces de reparar biomoléculas danadas a causa de radicales libres. De esta
forma se puede hablar de al menos tres escenarios de accién que posee el
organismo para combatir a los radicales libres; el primero de ellos se enfoca en
prevenir la reaccion inicial, el segundo intercepta radicales iniciadores de reacciones
en cadena y el tercero actia sobre aquellos compuestos que no pudieron ser
estabilizados o “apagados” con las primeras dos medidas (Coba et al., 2010; Sun
et al., 2018).

Las medidas antioxidantes directas, ocurren mediante mecanismos de accién
distintos, como son las actividades de eliminacién de ROS, HAT (Hydrogen Atom
Transfer por sus siglas en inglés), SET (Single Electron Transfer por sus siglas en
inglés), poder reductor, quelacion de metales y prevencién de la peroxidacién

lipidica, por mencionar algunos.

La base del mecanismo de accidn clasico de los antioxidantes, indica que se puede
transferir tanto un atomo de hidrogeno (He) o un electrén (e) como ambos para
inhibir los pasos de iniciacion o propagacién de los radicales. De esta forma los
ensayos no enzimaticos de ruptura de cadena se clasifican comunmente como
ensayos basados en HAT y SET para medir la actividad de barrido de ROS (Sun
et al., 2018). Ambos mecanismos (HAT y SET) pueden ocurrir simultaneamente; no
obstante, la reaccién dominante en un sistema esta determinada por la estructura
de los antioxidantes y algunas caracteristicas como solubilidad y coeficientes de
particion, asi como por el solvente del sistema (Shahidi & Zhong, 2015).

De manera general las metodologias basadas en los mecanismos HAT, miden la
capacidad que poseen los antioxidantes para apagar radicales libres mediante la
transferencia de hidrégenos, algunas pruebas representativas son la ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity, por sus siglas en inglés y TRAP (Total
Radical-trapping Antioxidant Parameter, por sus siglas en inglés). Por otro lado, los
ensayos fundamentados en el mecanismo SET, detectan la capacidad que tiene un

antioxidante potencial para transferir un electron a un compuesto oxidado,
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incluyendo metales, carbonilos y radicales; algunos ejemplos son FRAP (Ferric
Reducing Antioxidante Power por sus siglas en inglés y CUPRAC (Copper
Reduction Assay, por sus siglas en inglés). No obstante también existen técnicas
que combinan ambos mecanismos como la TEAC o ABTS (Absorbance of 2,2’-
azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (Figura 5a), por sus siglas en inglés)
y DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidracilo, (Figura 5b)) (Mayoral et al., 2019; Sun et al.,
2018; Sundaram Sanjay & Shukla, 2021).
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Figura. 5 a) estructura molecular de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) y b) acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-

sulfénico) (ABTS).
3.10 Metabolitos secundarios.

El metabolismo comprende varios mecanismos de reacciones quimicas que se
llevan a cabo en las células de los seres vivos con la finalidad de sintetizar moléculas
complejas a partir de otras mas simples o para degradar estructuras complejas en
unas mas simples, un ejemplo de esto es la degradacién de proteinas en
aminodcidos y viceversa. La mayor parte del carbono, del nitrdgeno y de la energia
termina en moléculas comunes necesarias para su funcionamiento y el de los
organismos (Pérez-Urria Carril y Avalos Garcia, 2009). Se trata de amino&cidos,
nucleétidos, azucares vy lipidos, presentes en todas las plantas que desempenan
funciones esenciales; este sistema es conocido como “metabolismo primario”. Asi
mismo plantas y organismos autotrofos, poseen un segundo mecanismo llamado
“‘metabolismo secundario”. Estos son compuestos quimicos sintetizados a partir de

excedentes del metabolismo primario.

32



Los productos provenientes del metabolismo primario (aminoacidos, carbohidratos,
lipidos, acidos nucleicos) participan directamente en el crecimiento y supervivencia
de las plantas, pero los metabolitos secundarios (como fenoles, terpenos,
alcaloides) actian como mediadores (CyD, s/f). Estos compuestos quimicos
sintetizados por las plantas no son esenciales para su supervivencia, pero
desempefan un papel importante en la interaccion de la célula u organismo con su
entorno, ademas intervienen en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su
ambiente, a menudo estan involucrados en la proteccion de las plantas contra el
estrés biotico o abidtico. Mientras que los metabolitos primarios tienen funciones
metabdlicas esenciales para la nutricién y reproduccion, por lo tanto, los metabolitos
secundarios cumplen funciones no esenciales pero vitales en la adaptacién vy
defensa de las plantas (Pagare et al., 2015; Pérez-Urria Carril y Avalos Garcia,
2009).

Otros ejemplos de metabolitos secundarios son los flavonoides, taninos, lignanos,
saponinas, alcaloides, polifenoles y cumarinas. Estos compuestos pueden ser
altamente inducibles en respuesta al estrés y desempefian un papel importante en
las defensas de las plantas contra animales e insectos. Los metabolitos secundarios
anteriormente mencionados son clasificados en terpenoides (como la saponina),
fendlicos (como las flavonas, la lignina, el tanino, los flavonoides y la gliceolina) y
compuestos nitrogenados (como la sinigrina y la durrina) (Almaraz Abarca et al.,
2006; “Secondary Plant Metabolites”, 2016; Teoh, 2015).

3.10.1 Terpenos.

Los terpenos (también llamados terpenoides) representan el mayor grupo quimico
diversificado de metabolitos secundarios, que contienen mas de 22.000
compuestos, estos a su vez se dividen en monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos y politerpenos (Tiku, 2018). En las plantas, tienen funciones
tanto ecoldgicas como fisiolégicas relacionadas con hormonas, insecticidas, asi
como polinizadoras; juegan un papel importante en contra de bacterias, protozoarios
y hongos. Un ejemplo de su funcién es la capsaicina y su efecto bactericida.
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Normalmente actian como molécula de defensa contra patégenos y herbivoros,
reguladores del crecimiento de las plantas y compuestos que influyen (indirecta o
directamente) en el desarrollo y crecimiento de las plantas vecinas. Por otra parte,
los tetraterpenos como los carotenoides (pigmentos naranja, rojo y amarillo)
funcionan como pigmento accesorio en la fotosintesis, asi como proteccion de tejido
fotosintético de la foto-oxidacién (Bartwal et al., 2013; Influence of Abiotic Stress
Signals on Secondary Metabolites in Plants, s/f; Price et al., 1989; Shitan, 2016).
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Figura 6. Molécula de Geraniol, componente
de esencias volatiles en las flores.

3.10.2 Fenoles.

Son probablemente el mayor grupo de metabolitos secundarios, van desde
compuestos simples con un Unico anillo aromatico hasta compuestos complejos que
son polimeros como los taninos y ligninas. Incluyen cumarinas, quinonas,
naftoquinonas y antraquinonas, todos ellos flavonoides que dan olor, aroma y color
a las plantas. Algunos de estos compuestos tienen efectos fisiologicos en los
animales. La vainillina se utiliza mucho para aromatizar los alimentos (Teoh, 2015).
Desde el punto de vista quimico, los fenoles vegetales son sustancias
heterogéneas, algunos solubles sélo en disolventes organicos, otros en agua y
algunos polimeros que son insolubles. La luz ultravioleta puede activar algunos
fenoles simples. Los fenoles son abundantes en las plantas vasculares y parecen
tener diversos usos. Una de las principales familias de fendlicos vegetales son los
flavonoides, que tienen una estructura basica de 15 carbonos organizados en dos
anillos aromaticos unidos por un puente de tres carbonos; por ejemplo la antocianina
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(Figura 7) es la responsable de las tonalidades rojas, rosas, purpuras y azules de
las plantas (Lee, 2010; Nwokeji et al., 2016).
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Figura. 7 Estructura quimica de la antocianina,
componente de pigmentos en flores.

3.10.3 Alcaloides

El término "alcaloide" se utiliza para describir sustancias generadas a partir de
plantas que tienen un efecto notable sobre los animales, incluido el ser humano.
Estos compuestos suelen incluir uno 0 mas atomos de nitrégeno en un anillo
heterociclico (un grupo funcional amina). Funcionan opticamente. Estan formados
por aminoacidos, al igual que las proteinas, pero se diferencian en que son alcalinos
(Al-Khayri et al., 2023; Teoh, 2015). Pueden ayudar a la germinacién y proteger a
las plantas de los depredadores, sobre todo herbivoros y bacterias, entre otras
muchas funciones; el 20% de las plantas superiores en general los tienen. Asi
mismo pueden encontrarse ocasionalmente en animales, como en la piel de algunos
tipos de ranas. Un gran numero de alcaloides suelen acumularse en los tejidos
vegetales sometidos a distintos tipos de estrés. El triptofano, la tirosina, el acido
aspartico y la lisina son ejemplos de aminoacidos comunes que pueden convertirse
en alcaloides, por su parte los alcaloides mas comunes son la cocaina, morfina,
atropina, colchicina, quinina y nicotina (Figura 8). Por ejemplo, los alcaloides
contenidos en la cafeina, presentes en el té, el cacao y el café, son venenosos para
hongos e insectos. En las plantas de tabaco se encuentra la nicotina, que se
transfiere de la raiz a las hojas de la planta y finalmente se almacena en las vacuolas
de las hojas (Tiku, 2018).
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Figura. 8 Estructura de nicotina,
componente adictivo del tabaco.

3.11 Germinados.

Los germinados representan un tipo de alimento que son consumidos cuando se
encuentran en etapas de desarrollo; presentan caracteristicas propias de una
hortaliza; es un alimento rico en enzimas, aminoacidos y proteinas, clorofila,
vitaminas, minerales y oligoelementos (Barrén-Yanez et al.,, 2009b). Algunas
especies de semillas durante la germinacién aumentan en gran medida su peso,

volumen y valor nutrimental.

En consecuencia, los germinados cobran relevancia debido al buen balance
dietético, composicién quimica y contenido de vitaminas, gracias a estas
caracteristicas se perfilan como un medio alimenticio barato que puede contribuir
en gran medida a resolver problemas de desnutricion y corregir carencias de una
alimentacién basada en alimentos procesados (Gutiérrez, 1983).

La germinacion de una semilla se define como un proceso que inicia con la absorcién
de agua por lasemilla seca y concluye cuando una parte de esta atraviesa las
estructuras envolventes que la rodean; durante este proceso se generan reacciones
metabdlicas, cambios estructurales y bioquimicos en la semilla para que se pueda
dar la emergencia de la radicula (primer brote), lo cuales de suma importancia para
el desarrollo de la planta (Matilla, 2008; Sanchez, 2018).

El proceso de la germinacion se compone principalmente de tres etapas
importantes. La primera es una fase de hidratacién, posteriormente una de

germinacion y finalmente una de crecimiento. El proceso comienza con la absorcion
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de agua causando el hinchamiento de la semilla que va de la mano con un aumento
en la actividad respiratoria. En segundo lugar, ocurre lo que se conoce como
germinacién o activacién de metabolismo, lo cual desencadena una secuencia de
cambios en la respiracién, sintesis proteica y movilizacién de reservas energéticas
a través de la degradacion de componentes como almidén, lipidos y proteinas;
finalmente tiene lugar la division y alargamiento celular en el embrion (semilla)
provocando la ruptura de las cubiertas seminales lo que propicia la aparicion de la
radicula (Matilla, 2008; Rajjou et al., 2012; Shaban, 2013; Vazquez-Ramos vy
Sanchez, 2003; Weitbrecht et al., 2011).

La duracion de cada fase o etapa de germinacion depende de varios factores
ambientales, abibticosy propios de la semilla como el contenido de compuestos
hidratables, pH, temperatura, nutrientes disponibles, permeabilidad de la cubierta al
aguay al oxigeno. La importancia de estos procesos esvital ya que sin germinacion
no hay plantas y en consecuencia no hay cosecha, la germinacién permite facilitar
el nacimiento precoz de diferentes plantas a cultivar, el maximo rendimiento de la
semilla, asi como la obtencion de mejores y mayores cosechas evitando la
eliminacién de plantas por exceso. Es también importante lograr una mejor
germinacién para poder tener una adaptacién mas rapida por parte de la planta al
medio en donde se desarrollara.

Sin lugar a dudas, una semilla de buena calidad representa una mayor probabilidad
de éxito de germinacién, contribuyendo significativamente a mejorar su produccién
en términos de calidad y rentabilidad (Al-Namazi et al., 2020; Han y Yang, 2015;
Nalwa y Seth, 2021). Por tal motivo, son de gran interés las investigaciones
encaminadas a estimular y mejorar la germinacion, para poder elevar la

productividad de los cultivos de forma sostenible (Doria, 2010).
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4. DESCRIPCION DEL PROBLEMA.

Existen diversos datos acerca del efecto que tienen los 6xidos semiconductores
sobre el crecimientoy desarrollo de plantas. El objetivo principal de los aditivos, es
el de imprimir un efecto positivo en la germinacion y en la primera etapa de
crecimiento de las plantas. Por estarazén, se han propuestoagentes elicitores, como
fertilizantes con nanoparticulas, nanofertilizantes, agentes impresores incluso se ha
propuesto el uso de las nanoparticulas como promotores de crecimiento; no
obstante, la informacién acerca de los efectos que se tienen en los procesos
germinativos se encuentra en etapas iniciales, por lo cual no se cuenta con el
suficientes conocimiento para asegurar si un tipo particular de nanoparticula
afectara positiva o negativamente el desarrollo de la germinacion y crecimiento de
la planta. Por lo tanto, es de interés estudiar el efecto que tienen materiales

semiconductores como el TiO, sobre la germinacién y crecimiento de alfalfa.

5. PLANTEAMIENTO TEORICO.

5.1 Hipotesis

El uso de nanoparticulas de TiOy y TiO2 dopadas con Ag (Ag-TiOz), sobre semillas
de alfalfa (Medicago satival) mediante el método de inmersion; podria generar
cambios morfolégicos como aumento en la longitud del brote, el nimero de hojas y
el peso fresco. En el perfil metabdlico y antioxidante se esperaria tener un
incremento en la actividad de los metabolitos secundarios como los flavonoides y
fenoles, asi como un aumento en la eliminacién de especies reactivas de oxigeno.
Finalmente, se espera evaluarestos efectos en la etapa de germinacién y el impacto

que tendra sobre la misma.
5.2 Objetivo general

Identificar el efecto fisiolégico y metabdlico de nanoparticulas de 6xidos
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semiconductores de TiO2y TiO2 dopadas con Ag, sobre el proceso germinativo de

alfalfa.

5.3. Objetivos especificos

Sintesis de nanoparticulas (NPs) TiOz y TiO2 dopadas con Ag (Ag-TiOz2),
mediante la técnica de sol-gel.

Caracterizar la morfologia por microscopia electronica de barrido (SEM),
estructura cristalina a través de difraccion de rayos X (XRD) y espectroscopia
Raman de las Nanoparticulas (NPs) de TiOz y TiO2 dopadas con Ag.
Estandarizacion de metodologia “entre papel” para el proceso germinativo.
Analizar los cambios fisicos que presenten los germinados cuando son
sometidos a un proceso de hidratacion por inmersidn en soluciones ricas en
nanoparticulas de TiO2 y TiO2 dopadas con Ag, evaluando parametros de
crecimiento como morfologia del germinado: Tamaro de hojas, longitud de
radicula, peso fresco, etc.

Cuantificar concentraciones de metabolitos secundarios (flavonoides vy
fenoles totales), actividad enzimatica (fenilalanina amonio liasa, tirosina
amonio liasa y superoxido dismutasa) y capacidad antioxidante con 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) y &cido 2,2'-azino-bis(3-etiloenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS), en extractos de germinado de alfalfa sometidos a la

presencia de nanoparticulas de TiO2 y TiO2 dopadas con Ag.

5.4 Justificacion.

En anos recientes, el uso de la nanotecnologia en distintas aplicaciones

tecnoldgicas como agricultura y empacado de alimentos; salud y medicina, entre

otras,

ha atraido la atencion de varios investigadores por la versatilidad de

raplicaciones que prometen este tipo de tecnologia nanoparticulada. En el area

alimenticia, los nanometales tienen la capacidad de estimular el crecimiento de

plantas en distintas etapas, promoviendo la activacién del proceso metabdlico.

Debido al tamarno de particula, estos materiales (NM) son capaces de penetrar en
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la membrana celular y provocar cambios de distintas naturalezas en un organismo,
como son cambios morfoldgicos, metabdlicos, enzimaticos e incluso, alteraciones
de ADN y ARN, lo que tiene repercusiones importantes en el mismo desarrollo. No
obstante, tales repercusiones pueden variar y en ocasiones resultar
contraproducentes en el crecimiento de las plantas, ya que, pueden llegar a alentar

o incluso a inhibir el crecimiento de las mismas.

Sin embargo, dichas interacciones entre NPs y plantas no son ampliamente
entendidas por lo que representan un area de oportunidad. Aunado a esto, existe
un interés por desarrollar nuevas formas para promover el crecimiento de cultivos
de naturaleza alimenticia (Maiz, frijol, arroz, cebolla) y de forraje (alfalfa, avena,
centeno, cebada). Como respuesta a esta preocupacion, se han propuesto
alternativas promotoras de crecimiento como fertilizantes, tratamientos eustresores
(Se le conoce como eustresor a aquellos estimulos que son capaces de estresar de
manera “positiva” un organismo con la finalidad de mejorar caracteristicas
deseadas), técnicas de germinacion como “seed priming” y nutrientes
complementarios, cuyo propdsito es el de estimular el desarrollo de las plantas. No
obstante, tales técnicas en ocasiones resultan ineficientes o con residuos
contaminantes importantes, que desencadenan en una serie de situaciones que

tornan la problematica inicial aun mas complicada.

En este sentido, el tratamiento con nanoparticulas metalicas como titanio, plata,
cobre, hierro y zinc, asi como sus 6xidos, han cobrado relevancia como alternativas
promotoras de crecimiento, ya que se ha posicionado como opcién viable para
solucionar las probleméticas anteriormente mencionadas. Derivado de esta
situaciéon, surge el interés de estudiar el efecto que puede tener el uso de
nanoparticulas 6xido metalicas en la promocion de crecimiento de las plantas. En
particular el uso de TiO2 y sus derivados dopados con distintos materiales como es
el caso de la plata (Ag), esto es de especial interés debido a la amplia disponibilidad
y uso cotidiano, como agente blanqueador, para limpieza de aguas residuales,

cosmeético, alimenticio, etc.

Asi mismo, el titanio es considerado como un elemento beneficioso para el
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crecimiento de las plantas, la aplicacién de titanio en raices y hojas ha demostrado
estimular la actividad de algunas enzimas, generacion de clorofila y fotosintesis,
ademas de promover la absorcion de nutrientes, asi como la tolerancia al estrés; lo
que desemboca en una mejor calidad de cultivo. Algunos fertilizantes comerciales,
contienen Titanio, en forma de Titania y Mg-Titanio, que fungen como
bioestimulantes para mejorar la produccion del cultivo, sin embargo, los
mecanismos responsables de estos efectos no son entendidos completamente (Lyu
et al., 2017).

No obstante, es importante sefialar que los efectos generados por el titanio a macro
escala difieren en ocasiones de sus contrapartes a nanoescala, asi como de otros
tipos de 6xidos metalicos. Por esta razdn en el presente estudio es de especial
interés evaluar los efectos generados por NP de TiOz, sobre una planta como es la
alfalfa (debido a su versatilidad para ser usada como forraje y alimento), para
conocer los efectos toxicos que estas NPs pueden ocasionar en el proceso de

germinacién en un rango de concentraciones establecido.

6. METODOLOGIA.

6.1 Materiales.

Las semillas de alfalfa fueron adquiridas en “La Semilleria” ubicada en el municipio
de corregidora, Col. Los Angeles. Carretera Celaya-Querétaro KM 11.4. Para la
obtenciénde las nanoparticulas, se usé isopropdxido de Titanio (grado reactivo) de
la marca Sigma Aldrich, la sal dopante AgNOs, fue comprada en JT. Baker
igualmente de grado reactivo. La morfologia fue evaluada con un equipo marca
JEOL JSM, modelo 6060 LV. Peabody, Massachusetts. USA, con un voltaje de 15
kV.

6.2 Sintesis de nanoparticulas de TiO, por método Sol-gel.

Inicialmente la reaccién de generacion de la fase sol, requiere de un precursor y un
solvente. En estecaso se utilizaron 10.5 mL el isoprop6xido de Titanio (97% Sigma
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Aldrich) como precursor, y 102 mL de isopropanol (99% Sigma Aldrich) como
solvente organico. Se disolvi6 lentamente el precursor en el solvente organico. La
solucién de titanio fue agitada continuamente por 20 minutos bajo atmésfera de
nitrégeno con la finalidad de evitar la oxidacion del precursor. Enseguida se realiz
el proceso de hidrélisis anadiendo lentamente 101.5 mL de agua a la solucion
precursor-solvente, posteriormente se continud agitando por lapso de una hora mas
la mezcla en completa oscuridad. Para la obtencidén de la nanoparticula dopada con
iones de Ag* al 0.1% wt., se afadio nitrato de plata (AgNOs) (JT. Baker) como sal
dopante, previamente disuelta en la solucion usada para el proceso de hidrdlisis.
Una vez que la sal es incorporada a la mezcla precursor-solvente y la reaccion de
hidrélisis es llevada a cabo; el gel obtenido fue filtrado para el posteriormente
secado, molido y calcinado a una temperatura de 450 °C por 30 minutos. Todo el
proceso se resume en la Figura 9 (Esquivel et al., 2013).
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Figura. 9 Esquema grafico para sintesis de nanoparticulas por método sol-gel.



6.3 Caracterizacion fisicoquimica de los materiales.

La morfologia de las muestras sera analizada usando la técnica de microscopia
electronica de barrido (SEM) con un equipo marca JEOL JSM, modelo 6060 LV.
Peabody, Massachusetts. USA, conun voltaje de 15 kV.

El analisis de la estructura cristalina de la muestra se realizara mediante la técnica
de difraccién de rayos X (XRD) con un equipo marca Bruker modelo D8, (Brunker
Nano Inc. Kennewick. WA. USA, equipado con un tubo de cobre sellado para
generar radiacion Cu Ka (A = 1.5406 A) con angulos de 10 < 20 < 80° en paso de
0.01°.

El andlisis vibracional de la red se realizar4 empleando la técnica de espectroscopia
Raman empleando el equipo, marca Horiba Scientific, modelo LabRam HR (Horiba

Kyoto. Japan, con un laser de NdYGa (A=532nm).

6.4 Desarrollo de germinacion.

Las semillas fueron adquiridas en la semillera local “La Semilleria” ubicada en el
municipio de corregidora, Col. Los Angeles. Carretera Celaya-Querétaro KM 11.4.
Estas semillas fueron sumergidas en una solucién de jabén liquido neutro durante
5min y posteriormente lavadas con agua corriente, en un segundo paso, se
sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio al 3% por 5min y enjuagadas
varias veces con agua destilada, finalmente se les retir6 el exceso de agua con
ayuda de papel absorbente. Posteriormente, las semillas se sometieron a un
proceso de imbibicidbn con distintas concentraciones (1, 5, 10 y 15 ppm) del
tratamiento por lapso de 2 h, este proceso se realizd por triplicado para cada
concentracion. Para proveer una dispersién uniforme de las nanoparticulas, se
realiz6 un bafo ultrasénico (Bransonic M2800-CPX-HE, Emerson Ferguson,
Missouri,USA) por 40 min. Finalmente se colocaron 50 semillas aleatoriamente
entre dos capas de papel filtro Whatman no.1 en cajas de Petri (100 x 25 mm)

previamente humedecido. Un experimento similar sin tratamiento se realizé a la par
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como control. Como método de riego se usd la aspersion diaria segun fuera
necesario. Finalmente, el periodo de desarrollo se estandarizd6 a 9 dias de

crecimiento y tomando como criterio de germinacién la aparicion de los cotiledones.

6.5 Porcentaje de germinacion.

Una vez que se determine y estandarice el proceso de germinacion, se procedera
con el conteo de las semillas que germinaron hasta el ultimo dia de crecimiento,
dicho resultado sera dividido por el numero total de semillas sembradas al inicio del
experimento y multiplicadas por cien (ecuacion 1); esto con la finalidad de poder
realizar un estudio de porcentaje total de emergencia (ET) (Parveeny Rao, 2015).

% E No. plantulas emergidas en el dltimo conteo 100 Fel
= * .
° No. de semillas sembradas ¢

6.6 Preparacion de extractos.

Para realizar la extraccion metandlica, se siguidé la siguiente metodologia: los
germinados previamente recolectados fueron separados por concentraciones (ctrl,
1,5, 10, 15 ppm) para posteriormente ser molidos en nitrégeno liquido, enseguida
fueron macerados en metanol en una proporcion de 1:10 (p/v). La suspensién
resultante fue protegida de la luz y se colocé en un sonicador (Bransonic M2800-
CPX-HE, Emerson Ferguson, Missouri,USA) 20 min, posteriormente fueron
centrifugados (Sorvall Biofuge Primo R model 75005448; Thermo Scientific,
Osterode, Germany) a 8000 rpm por 15 min a 4°C. El sobrenadante (extracto
fendlico soluble) fue denominado extracto metandlico de los germinados totales y
almacenados a 4°C en condiciones oscuridad hasta que fueron usados (Parola-
Contreras et al., 2021).

6.7 Cuantificacion de flavonoides totales.

Para la cuantificacion de los flavonoides totales, se realizd una curva estandar en el
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siguiente rango de concentraciones 2, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200 ug/ml a partir de
una solucién stock de rutina diluyendo 0.025 gr de rutina en 10 mL de metanol. A
continuacién, para el analisis de espectroscopia UV-vis se tom6 una placa de Elisa
en donde se realiz6 por triplicado la medicidén del estdndar de la siguiente manera:
Una alicuota de 50 yL de cada concentracion de la solucion de rutina se mezclé con
180 yL de agua destilada y 20 pyL de 2-aminoetildifenil borato al 1%. Para el blanco
se usaron 230 uL de agua destilada y 20 pyL de 2-aminoetildifenil borato al 1%. La
absorbancia se midi6 a 404 nm.

Para la cuantificacién de flavonoides totales presentes en la muestra organica, se
usaron 50 pL de extracto metandlico de muestra, 180 uL de agua destilada 'y 20 uL
de 2-aminoetildifenil borato al 1%. De igual forma la placa se midié a una longitud
de onda de 404nm en un espectrofotdmetro UV-vis (multiskan GO modelo
51119300 de Thermo Scientific, Vantaa, Finland), los resultados son reportados
como mg Equivalentes de rutina/gr muestra organica (Garcia-Mier et al., 2015).

6.8 Cuantificacion de fenoles.

El contenido de fenoles totales se determin6 usando el método de Folin-Ciocalteu
(Dewanto et al., 2002). Inicialmente se realiz6 una curva de calibracion usando
como estandar acido galico (0.1 mg/mL), reactivo Folin-Ciocalteu, carbonato de
sodio (Na2CQOs3) al 20% y agua destilada. La lectura de absorbancia se realizé a
760nm en un espectrofotémetro UV-vis (multiskan GO modelo 51119300 de Thermo
Scientific, Vantaa, Finland). Para la cuantificacion en la muestra se usaron 40 pL de
extracto metandlico en donde también se agregaron 460 uL de agua destilada, 250
ML de reactivo Folin-Ciocalteu y 1250 pL de carbonato de sodio en solucién al 20%.
En ambos casos (curva de calibracién y lectura en la muestra) se dej6é reaccionar
en condiciones de oscuridad por 2 hr para posteriormente medir la absorbancia a
760nm. El blanco se prepard usando el reactivo Folin, Na2COs y agua destilada. Los
resultados se expresaron como mg equivalente de acido galico/g de extracto.
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6.9 Determinacion de capacidad antioxidante mediante DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo).

La actividad antioxidante se determind por el método DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) como sedescribe en (Garcia-Mier et al., 2021). En principio se realiz6
un ensayo cinético para analizar el tiempo necesario para neutralizar la actividad de
un estandar contra el radical DPPHe-. El DPPH+ posee una coloracién violeta que
cambia de acuerdo con la cantidad de electrones donados por una especie
reductora, de esta forma, cuando un agente reductor (Trolox) se encuentra en
presencia de un oxidante (DPPH) la solucién se tornara en un amarillo palido, por
lo tanto, la cinética nos dice el lapso de tiempo en que la reaccién alcanza un
equilibrio. La cinética se ensay6 en un rango de tiempo comprendido entre 0 a 120
min, encontrando mejores resultados en 60 min. La curva se preparo, a partir de un
stock Trolox 1mM para distintas concentraciones (50-800 uM), metanol al 80% y
reactivo DPPH; posteriormente se grafico la concentracion de trolox contra % de
inhibién para verificar la actividad del DPPHe. Para el blanco se usaron 20 uL de
metanol y 200 pyL de H20 destilada y para el control se usaron 20 yL de metanol y
200 yL de DPPH.

El analisis sobre la muestra se llevd a cabo usando 20 uL de extracto metandlico y
200 pyL de DPPH. La lectura se realiz6 a 520nm en un multiskan GO modelo
51119300 de Thermo Scientific, Vantaa, Finland. Los resultados se expresaron
como porcentaje de inhibicién. A partir de las lecturas observadas se empled la

ecuacion 2 para obtener la actividad de eliminacién de radicales DPPHe.

WIHE — (Absmuestm - control) £ 100 Ec.2
control
6.10 Determinacién de capacidad antioxidante mediante ABTS (Acido 2,2-

azino-bis-3etiltiazolina bencenosulfonico-6).
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Para el ensayo de inhibicion de radical ABTS, primero se preparé una soluciéon 7mM
del reactivo ABTS en agua y una solucion 140mM de persulfato de potasio
(concentracion final), ambas se hicieron reaccionar a temperatura ambiente en un
medio oscuro por 12-16hrs antes de usarse, para generar el radical (ABTS™).
Posteriormente se usé metanol para ajustar la absorbancia del radical ABTS™ a
0.700 £ 0.05 nm wusando una longitud de onda de 734nm. El ensayo
espectrofotométrico sobre la muestra se llevé a cabo con 230 uL de ABTS**y 20 uL
de extracto mezclados por 45 segundos y medidos a 734nm después de 5 min. El
control se preparé usando 230 uL de ABTS** y 20 puL de metanol, mientras que para
el blanco se usaron 230 L de etanol y 20 uL de metanol. La actividad antioxidante
de la muestra se calcul6 mediante la determinacién del decrecimiento de la
absorbancia con forme a la ecuacion 3. Se utilizé como estdndar una solucién Trolox
1mM. Este ensayo esta basado en la habilidad que poseen distintas sustancias de
eliminar radicales. La absorbancia fue monitoreada en un multiskan GO modelo
51119300 de Thermo Scientific, Vantaa, Finland. La actividad antioxidante, se
obtuvo mediante la ecuacion 3 y se expresd como porcentaje de inhibicién (Garcia-
Mier et al., 2021).

Abs — blanco
%IHB = <1 - ( muestra )) + 100 Ec.3
control

7.0 Actividad enzimatica.

7.1 Fenilalanina amonio liasa.

Se mezclaron 100 ul de extracto enzimatico con 1,15 ml de tampdn borato 0,1 M/10
mM L Fenilalanina (pH = 8,8). Las muestras se incubaron durante 1 h a 40 -C, se
anadieron 0,25 ml de HCI 1 N para detener la reaccién. Las muestras se dejaron en
reposo durante 10 minutos a temperatura ambiente y, a continuacién, se midi6 la

absorbancia a 290 nm y se compardé con una curva de calibracion de &cido
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transcinamico
7.2 Superoxido dismutasa

Para determinar la actividad de la SOD, se afiadieron 50 ul de extracto enzimatico
a una mezcla de reaccidén que contenia buffer fosfato (50 mM), cloruro de nitroazul
de tetrazolio (NBT 98%, Sigma-Aldrich), metionina (Sigma-Aldrich), riboflavina
(Sigma-Aldrich) en un volumen total de 2 ml, enseguida, la mezcla se expuso a luz
uniforme durante 20 min. La absorbancia se ley6 a 560 nm. Una unidad de SOD se
definié como la cantidad de enzima que inhibe la tasa de reducciéon de NBT en un
50% en las condiciones de ensayo anteriores.

7.3 Catalasa

La determinacién de actividad enzimatica catalasa us6 30 pl de extracto enzimatico
después se mezclaron con 100 pl de peréxido de hidrégeno 100 mM en 1,9 ml de
buffer fosfato (50 mM). La disminucion de absorbancia se midié a 240 nm durante
1 min. Una unidad de actividad CAT equivale a 1 ymol de H202 degradado por

minuto.

7. RESULTADOS.
7.1.0 Caracterizacion de Nanoparticulas.
7.1.1 Microscopia electronica de Barrido (SEM).

La Figura 10a muestra la micrografia SEM de la muestra de TiOz. La morfologia de
la superficie observada a una magnificacion de 2500x para las nanoparticulas
sintetizadas mediante la técnica sol-gel. Se observa una morfologia amorfa y
aglomerada, ademas se observan cristales de menor tamafo sobre la superficie de
las particulas méas grandes, teniendo estas una morfologia ovalada o esférica en
algunos casos. La Figura 10 b, muestra la micrografia SEM de Ag-TiO2 con
magnificacion de 2000x, en donde se pueden observar morfologias igualmente
amorfas, con distribucion aglomerada y con presencia de particulas de menor

tamano sobre las estructuras de mayor tamano.
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Figura 10. Microscopia electrénica de barrido de nanoparticulas de TiO; (figura a) y Ag-TiO; (figura b) sintetizadas por
método sol-gel.

7.1.2 Difraccion de rayos (XRD).

La Figura 11 exhibe los patrones de difraccion de rayos X correspondientes a las
nanoparticulas de TiOz2 y Ag-TiOz, sintetizadas mediante la metodologia de sol-gel.
En estas se pueden apreciar los angulos 26 (25.1°, 37.7°, 47.8°, 53.6°, 54.8°, 62.5°,
68.7°, 70.1° y 75.1°). Se observaron senales con mayor intensidad para el plano
(101) en ambos casos, lo que sugiere un crecimiento preferencial de la fase anatasa,
al mismo tiempo no se presentd senal alguna que sugiera otra fase cristalina (rutilo).
Asi mismo no se registraron sefales relacionadas con el dopante (Ag) debido a la
baja concentracion.
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Figura 11. Patrén de difraccion de rayos X para nanoparticulas sintetizadas mediante técnica sol-gel.

Los tamanos de cristalito para ambas nanoparticulas fueron calculados mediante
dos métodos, la ecuacion de Scherrer y Williamson-Hall. Esto debido a que, con la
segunda, es posible considerar los efectos de compresion y relajacion que
experimental estructura cristalina. La Tabla 1 resume los resultados obtenidos por
ambos métodos. Se obtuvieron tamarnos de cristalito distintos dependiendo del
método, en primer lugar, mediante Scherrer el tamafno promedio fue de 9 nm,
mientras que Williamson-Hall arrojé tamarnos de 17 nm en promedio. El porcentaje
de cristalinidad ascendié a méas del 90%.

Tabla 1

Tamafios de nanoparticula calculados a partir de métodos Williamson-Hall y Scherrer, grado de
cristalinidad y constante de estrés.

Williamson

Scherrer Constante Cristalinidad
(nm) -Hall de estrés " (%)
(nm) (©)
TiO, 8.65 19.80 0.0047 93.94
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Ag-

TiO, 9.62 14.00 0.0031 93.15

*QGrado de cristalinidad (%)

7.1.3 Espectroscopia Raman.

Como es posible observar en la espectroscopia Raman, estan presentes los modos
vibracionales caracteristicos de los materiales de interés (TiO2 y Ag-TiO2), esta
técnica es ampliamente usada como complemento a la difraccién de rayos X con el
objetivo de reconocer las fases cristalinas presentes en la muestra. En la Figura 12
se muestran los espectros de las muestras correspondientes a TiOz y Ag-TiOz,
ambas sintetizadas mediante la técnica sol-gel. Estan presentes las senales en
142.7, 396.8, 517 y 637.7 cm', indicativo de la presencia de la fase cristalina
anatasa, de la misma forma no se presentaron sefales correspondientes con las
fases brokita y rutilo. No obstante, no se presentaron sefales correspondientes al
dopante (Ag), presumiblemente debido a la baja concentracion y por ende baja
presencia en TiO2.
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Figura 12. Espectro Raman de las nanoparticulas TiOz2 y Ag-TiOz sintetizados mediante técnica Sol-gel.
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7.2.0 Morfologia de germinados.

Las semillas fueron monitoreadas de igual manera en ambos tratamientos, siendo
el criterio de crecimiento un periodo de 9 dias, mismo que se encuentra dentro del
rango de tiempo propuesto por las normas ISTA (Association, s/f), asi como la
temperatura y el porcentaje de humedad. Estos datos fueron verificados
experimentalmente cada dia; teniendo un promedio de 20.8 °C y 51.5 % de
humedad, estos parametros fueron registrados con ayuda de un higrostato marca
inkbird modelo IHC-200 y un sensor de temperatura de marca Steren modelo TER-
150. Posteriormente se aplicaron los tratamientos de TiO2 y Ag-TiOz a grupos de 50

semillas realizando 3 repeticiones.

7.2.1 Porcentaje de germinacion.

Se registraron los siguientes porcentajes de germinacion para las semillas tratadas
con TiO2: 86 % para el control, 88.6 % para 1 ppm, 92 % para 5 ppm, 89.3 % para
10ppm y 90.6 % para 15 ppm. En tanto que para el tratamiento con nanoparticulas
de Ag-TiO2 se obtuvo 83.3 % para el control, 94.6 % para 1 ppm, 92.6 % para 5
ppm, 90% para 10 ppm y 95.3 % para 15 ppm. Todas las semillas tratadas se

estandarizaron a un tiempo de crecimiento de 9 dias.

7.2.2 Peso fresco.

El peso fresco obtenido para los tratamientos de TiO2 y Ag-TiO2 fue registrado
después de nueve dias de crecimiento. En la Figura 13, es posible apreciar que los
datos obtenidos en gramos (gr) de TiO2, mismo que difieren al menos
porcentualmente (Tabla 2), de los del tratamiento con Ag-TiOz. En el primero (TiOz2),
se observaron incrementos de biomasa en todas las concentraciones empleadas en
un rango comprendido entre 4 y 8 % respecto al control, sin una diferencia
significativa entre uno y otro. En contraste, los resultados obtenidos para el
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tratamiento con Ag-TiOz exhibieron un comportamiento inhibitorio en la totalidad de

las concentraciones ensayadas que fue del 1 al 7 %. De forma similar al primer

tratamiento, estas reducciones de peso no fueron significativas respecto al control y

el efecto inducido por cada concentraciéon empleada no difirié en ningun caso.
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Figura 13. a) peso fresco de germinados de alfalfa tratados con TiO,, b) peso fresco de germinados de alfalfa tratados con
Ag-TiO,. La comparacion entre los promedios usando la prueba de Tuckey se sefala con letras, los promedios con letras

diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). La comparacion de los promedios con el control, usando la prueba de
Dunnett, se sefiala con barras rojas, los promedios con diferencia significativa (p < 0.05).

Las modificaciones de peso fresco generadas a partir de los tratamientos (con TiOz
y Ag-TiOz), se resumen en la Tabla 2. Estas modificaciones se reportan como una

variacion porcentual respeto al grupo de control.

Tabla 2

Modificaciones del peso fresco en germinados de alfalfa.

Concentracion
Tratamiento
(ppm)
Control 0
1
TiO,
5

Cambio porcentual’
(%)

100
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10 6

15 8
1 -1
5 -2
Ag-TiO,
10 -7
15 7

* Diferencia porcentual registrada entre el peso fresco de los germinados afectados por las distintas

concentraciones de TiO2 y Ag-TiO2 y el grupo de control después de 9 dias de crecimiento. Los valores
negativos seflalan pérdida de peso respecto al control. ¥ Promocién o inhibicién de crecimiento respecto

al control.

En el analisis del primer tratamiento, se observa que a medida que aumenta la
concentracion de TiOz, se produce un aumento en la biomasa generada, sin
embargo, dicho incremento no es significativo (p > 0.05), lo cual sugiere que el TiO2
puede tener un efecto positivo en el crecimiento de las plantas. Ademas, se observa
que las concentraciones de 5y 15 ppm inducen un mayor incremento porcentual,
aproximadamente del 8 %, en comparacién con el control. Este resultado puede
estar relacionado con la capacidad del TiO2 para estimular el proceso de

fotosintesis, lo cual puede aumentar la produccion de biomasa.

Para el tratamiento de Ag-TiO2, se registr6 un descenso en la produccién de
biomasa para la mayoria de las concentraciones, afectando la produccién de peso
fresco a medida que la concentracién aumenta. Para la concentracion de 1 ppm se
tiene una bajade 1 % y de 2 % para la de 5 ppm, siendo despreciable la diferencia
respecto al control, mientras que la concentracién de 10 ppm presenta una baja del
7 % y la de 15 ppm al contrario que las demas concentraciones, presentd un
aumento en la produccién de biomasa del 7 %.

No obstante, es importante senalar, que los cambios porcentuales a partir del
control, no son estadisticamente significativos, pues en ninglin caso, estos
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presentaron una p < 0.05 para el analisis de Tucky y Dunnett.

7.2.3 Longitud de radicula.

La longitud de la radicula fue medida a partir de la bifurcacion de los cotiledones, es
decir de las primeras hojas verdaderas hasta la punta del brote. Estas medidas se
registraron después de 9 dias de crecimiento en condiciones de humedad y

temperatura estandarizadas.
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Figura 14. a) Longitud de radicula de alfalfa tratados con TiO,, b) Longitud de radicula de germinados de alfalfa tratados
con Ag-TiO,. La comparacion entre los promedios usando la prueba de Tuckey se sefala con letras, los promedios con
letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). La comparacion de los promedios con el control, usando la
prueba de Dunnett, se sefiala con las barras rojas, los promedios con diferencia significativa (p < 0.05).

Como es posible observar en la Figura 14a, correspondiente al tratamiento con TiOz,
el efecto de las NP aumenta gradualmente sobre la longitud de la radicula y después
decae, presentando su maxima incidencia en la concentracién de 10 ppm. Se
observaron incrementos del 2 y 16 % de longitud respecto al control para las
concentraciones de 5y 10 ppm, respectivamente. Por otro lado, las concentraciones
de 1 y 15 ppm, exhibieron comportamientos inhibitorios del 21 y 12 %,

respectivamente, igualmente respecto al control.

Para el tratamiento de Ag-TiOz, en la figura 14b, se observa que las concentraciones
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de 10 y 15 ppm producen promociones en la longitud de la radicula de las plantulas
en comparacion con el control. La longitud de radicula incrementd aproximadamente
un 25 % respecto al control, en tanto que las concentraciones de 1 y 5 ppm
registraron un crecimiento similar al control. El efecto promotor es mas notable en
concentraciones altas (10 y 15 ppm); se observé una respuesta proporcional a la
concentracion empleada. La promocion de crecimiento fue discreta siguiendo una
tendencia mas o menos en orden ascendente al incrementar la dosis de tratamiento.
En particular, se destaca que la concentracién de 10 ppm propicié efecto promotor
significativo en el desarrollo de las radiculas. Se sugiere que las 10 ppm puede
generar un estimulo positivo en el crecimiento de las radiculas para ambos
tratamientos, aunque este incremento sea discreto (p > 0.05). Estas modificaciones
morfoldgicas se reportan como cambios porcentuales respecto al control en la Tabla
3.

Tabla 3

Modificaciones de longitud radicular en germinados de alfalfa.

Concentracion Cambio porcentual’
Tratamiento

(ppm) (%)
Control 0 100
1 21

5 2

TiO»

10 16
15 -12

1 6

5 0

Ag-TiO»

10 25

15 23
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* Diferencia porcentual de longitud radicular registrada entre los germinados afectados por las distintas

concentraciones de TiO2 y Ag-TiO2 y el grupo de control después de 9 dias de crecimiento. Los valores
negativos seflalan inhibicién de crecimiento respecto al control. T Promocion o inhibicion de crecimiento

respecto al control.

La Tabla 3 muestra que, en ambos tratamientos (TiOz2 y Ag-TiO2) se observo una
distincion muy marcada de promocion e inhibicién. Cuando se usé TiOz, todas las
concentraciones probadas en general produjeron un comportamiento bien marcado
en cuanto a promocion o inhibicién, destacando la concentracién de 10 ppm como
la de mayor incidencia promotora y la de 1 ppm como inhibitoria. Es decir que el
efecto se presentd proporcionalmente con el incremento de concentraciéon. Algo
similar ocurrié con el tratamiento de Ag-TiO2 donde las concentraciones de 1y 5
ppm no provocaron un efecto significativamente distinto entre ellas, asi como las de
10 y 15 ppm en donde el efecto tampoco difirid6 entre ellas. Finalmente se retoma

énfasis en la concentracién con la mejor incidencia positiva, 10 ppm.

7.2.4 Clorofila (mediciones SPAD).

En esta seccidn se presentan los datos registrados a partir de las mediciones
realizadas en las hojas verdaderas de los germinados después de cumplir con el
periodo de crecimiento establecido de 9 dias. Dichas mediciones de pigmentacion

se llevaron a cabo con ayuda de un SPAD 502 Plus Minolta.
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Figura 15. Efecto de NPs de TiO, (figura a) y Ag-TiO, (figura b) sobre unidades SPAD correspondientes con la

pigmentacion de hojas verdaderas en germinados de alfalfa. La comparacion entre los promedios usando la prueba

de Tuckey se sefala con letras, los promedios con letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). La

comparacion de los promedios con el control, usando la prueba de Dunnett, se sefiala con las barras rojas, los

promedios con diferencia significativa (p < 0.05).
De acuerdo con la Figura 15, la cantidad de unidades SPAD evaluadas en las hojas
para cada concentracion de TiO2, mostraron variaciones no mayores al 6 % entre
ellas, alcanzando un porcentual maximo en 17 %. La concentracién de 15 ppm
presentd un aumento del 11 % respecto al control, mientras que la concentracién
de 10 ppm presentd el menor indice de cambio con un 7 %. Segun la prueba de
Tuckey, las concentraciones de 1 y 5 ppm no mostraron diferencias significativas
entre ellas (p > 0.05). Es destacable que no se observé ninguna diferencia clara
entre el uso de una concentracién en particular, ya que las lecturas obtenidas no

difirieron de manera significativa entre si con una p > 0.05.

De manera similar, el tratamiento con Ag-TiO2, presentdé comportamientos
promotores de pigmentacion similares en las concentraciones de 1, 5y 15 ppm sin
diferencia significativa entre estas. A diferencia de las concentraciones
anteriormente mencionadas, 10 ppm si tuvo un efecto significativamente distinto al
de las demas, provocando una reduccion del 28 % respecto al maximo incremento
generado por la concentracion de 5 ppm. Dichos comportamientos se resumen en
la Tabla 4.
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Tabla 4

Modificaciones en los valores SPAD, correspondientes al cambio de pigmentacién en

hojas verdaderas de germinados de alfalfa.

Concentracion Cambio porcentual’
Tratamiento
(ppm) (%)
Control 0 100
1 16
5 17
TiO,
10 7
15 11
1 14
5 15
Ag-TiO,
10 -13
15 5

* Diferencia porcentual en unidades SPAD proporcionales con el cambio de pigmentacién en hojas

verdaderas, registrada entre los germinados afectados por las distintas concentraciones de TiO2 y Ag-
TiO2 y el grupo de control después de 9 dias de crecimiento. Los valores negativos sefialan pérdida de

coloracién respecto al control. T Promocion o inhibicién de crecimiento respecto al control.

El andlisis de pigmentacion, exhibe un comportamiento similar para ambos
tratamientos, en concentraciones especificas (1 y 5 ppm). En un primer escenario,
el tratamiento con TiO2 indujo un incremento de pigmentacion en todas las
concentraciones evaluadas con cambios significativos respecto al control en las
primeras concentraciones (1 y 5 ppm), como se observa en la Figura 15; no
obstante, el incremento porcentual generado cuando se usaron 10 y 15 ppm, no
significé un cambio importante respecto al control, aunque si se observd un cambio

en la intensidad del color de las hojas, este no fue muy distinto del grupo de control.
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En un segundo escenario, el tratamiento de Ag-TiO2 produjo incrementos de
pigmentacion en las concentraciones de 1, 5y 15 ppm, no obstante, esta promocién
de pigmentacibn no resultdé significativa respecto al control, aunque

porcentualmente estos cambios fueron desde un 5 a 15 %.

Al mismo tiempo, se presentd un descenso de pigmentacién respecto al control
cuando se usé 10 ppm de Ag-TiO2. Se destaca que esta concentracion tuvo un
efecto negativo, sobre la pigmentacion, ya que existié una inhibiciéon de coloracion
del 13 %. Como se enfatiza anteriormente, ambos tratamientos fueron afectados
por las mismas concentraciones, proporcionalmente similares, siendo significativo
solo el efecto generado por el tratamiento con TiO2. De manera general, el cambio
en la pigmentacién, se atribuye al tratamiento con nanoparticulas y a la falta de
micronutrientes, debido a que el experimento se disefid con la intension de cuidar
factores externos que pudieran afectar el desarrollo de germinacién, se decidié usar
una técnica con papel que no contempla la utilizacion de ningun tipo de medio
enriquecido o tierra comun. No obstante, la intensidad del pigmento, guarda relacion
con la absorcion de nitrégeno por parte de la plantula, lo que podria sugerir un factor
a considerar en la intensidad del verde de las hojas.

7.2.5 Longitud y anchura de hojas.

En esta seccidn se presentan los datos registrados a partir de las mediciones
realizadas en las hojas verdaderas de los germinados después de cumplir con el
periodo de crecimiento establecido de 9 dias. Ambos parametros (largo y ancho) se
presentan en conjunto y tomando mediciones de las tres repeticiones con un
Vernier.

7.2.6 Ancho de hojas.

Como se aprecia en la Figura 16a, se generaron efectos promotores de crecimiento
en las concentraciones de 5 y 10 ppm correspondientes al 13 y 4 %
respectivamente. Asi mismo un efecto inhibitorio se presentdé para las
concentraciones de 1y 15 ppm equivalentes al 49 %. La tendencia registrada para
el ancho de las hojas con el tratamiento de TiO2, fue muy similar al comportamiento
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generado para la longitud de radicula, generando el punto de mayor efecto promotor
en las 5 ppm. Es importante destacar que el efecto promotor en el crecimiento de
las hojas para la concentracion de 5 ppm no es estadisticamente significativo, segun
las pruebas de Tuckey y Dunnett (p < 0.05), mientras que el descenso de tamano
en el ancho de las hojas si.

p>0.05

Milimetros (mm)
Milimetros (mm)

& & & &
S & & & &

& & &
\)
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Figura 16. Efecto de NPs de TiO, (figura a) y Ag-TiO, (figura b) sobre sobre el ancho de hojas verdaderas en
germinados de alfalfa. La comparacién entre los promedios usando la prueba de Tuckey se sefiala con letras, los
promedios con letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). La comparacién de los promedios
con el control, usando la prueba de Dunnett, se sefiala con las barras rojas, los promedios con diferencia
significativa (p < 0.05).

Para el tratamiento con Ag-TiO2 (Figura 16b), se registré una variacion de
crecimiento inversa al primer tratamiento con TiO2. En este caso existi6 una
promocion en la anchura de las hojas, que fue del 3 al 11 % para todas las
concentraciones probadas, encontrando el mayor efecto promotor de crecimiento
en las 15 ppm y la menor en 10 ppm. De forma similar a la anterior, esta diferencia

no fue estadisticamente significativa (p < 0.05).

En resumen, el tratamiento con TiO2 produce efectos tanto promotores como
inhibidores en el ancho de las hojas, dependiendo de la concentracién utilizada.
Ademas, se observa una tendencia similar en el comportamiento del ancho de las
hojas y la longitud de las raices, aunque los efectos en el ancho de las hojas no son
estadisticamente significativos. Asi mismo el tratamiento con Ag-TiOz2 produjo
efectos promotores en el crecimiento de la anchura de las hojas,

independientemente de la concentracién utilizada, aunque estas diferencias no
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fueron estadisticamente significativas.

Se muestra en la Tabla 5 las variaciones porcentuales, para cada uno de los

tratamientos y sus respectivas concentraciones.

Tabla 5

Modificaciones en el ancho de hojas verdaderas de los germinados de alfalfa.

Concentracion Cambio porcentual’
Tratamiento
(ppm) (%)
Control 0 100
1 -49
5 13
TiO;
10 4
15 -49
1 6
5 6
Ag-TiO,
10 3
15 11

* Diferencia porcentual en la anchura de hoja registrada entre los germinados afectados por las distintas

concentraciones de TiO2 y Ag-TiO2 y el grupo de control después de 9 dias de crecimiento. Los valores
negativos sefialan inhibicién de tamafio respecto al control. T Promocién o inhibicion de crecimiento

respecto al control.

7.2.7 Longitud de hojas

En esta seccion se presentan los datos de la longitud de las hojas verdaderas
registrados después de 9 dias de crecimiento con tratamiento de TiO2 y Ag-TiOa.
Este parametro se midié tomando en cuenta los extremos superior e inferior de la
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hoja solamente y de forma vertical.
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Figura. 17. Efecto de NP's de TiO, (figura a) y Ag-TiO, (figura b) sobre la longitud de hoja verdadera en germinados
de alfalfa. La comparacién entre los promedios fue analizada usando pruebas de Dunnett y Tuckey con una p<0.05.
Los promedios con letras diferentes indican diferencias significativas entre las concentraciones. Las barras rojas
sefalan diferencias significativas de los tratamientos respecto al grupo de control.

La Figura 17 muestra que, con el primer tratamiento de TiO2, los germinados
presentaron inhibicion del crecimiento para las concentraciones extremo, es decir 1
y 15 ppm con un promedio del 59 % respecto al control, por otro lado, las
concentraciones de 5y 10 ppm generaron una promocion discreta en el crecimiento
de las hojas, alcanzando un promedio del 12 %. Teniendo el punto de crecimiento
maximo en la concentracion de 10 ppm y el mas bajo en la concentracién de 1 ppm.
No obstante, la diferencia estadistica, entre las concentraciones promotoras y el
control no es significativa, segun las pruebas de Tuckey y Dunnett, no siendo asi
para las concentraciones con los efectos inhibitorios, mismos que presentan una p
< 0.05. Esto sugiere un efecto con mayor impacto en el crecimiento de este

parametro para las concentraciones extremo.

Para el tratamiento con Ag-TiOz, los germinados presentaron descenso en el
crecimiento respecto al control. Todas las concentraciones del tratamiento,
promovieron reducciones en la longitud de las hojas. Para todas las concentraciones
el porcentaje de inhibicidn fue del 11 al 17 %, teniendo su punto maximo en las 10

ppm, estas diferencias de crecimiento resultaron ser estadisticamente distintas,

63



respecto al control con una p < 0.05.

A continuacion, se muestra en la Tabla 6 las variaciones porcentuales respecto al

control para cada uno de los tratamientos y sus respectivas concentraciones.

Tabla 6

Modificaciones en la longitud de hojas verdaderas de los germinados de alfalfa.

Concentracion Cambio porcentual’
Tratamiento

(ppm) (%)

Control 0 100
1 -59

5 13

TiO;

10 11

15 -58
1 -14
5 -11

Ag-TiO,

10 -17
15 -12

* Diferencia porcentual en la longitud de hoja registrada entre los germinados afectados por las distintas

concentraciones de TiO2 y Ag-TiO2 y el grupo de control después de 9 dias de crecimiento. Los valores

negativos sefialan inhibicién de tamafio respecto al control. T Promocién o inhibicion de crecimiento

respecto al control.

Continuando con el segundo tratamiento con Ag-TiO2. En cuanto al efecto generado
sobre el largo de las hojas, no hay diferencia significativa entre una concentracion y
otra, sin embargo, esta si existe entre el control y las concentraciones del

tratamiento. Estas parecen tener un impacto negativo sobre la longitud de la hoja,
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ya que inhiben su desarrollo. De forma contraria, el ancho de la hoja sufrié un
impulso en su crecimiento (Figura 16b), generando cambios morfoldégicos que
provocaron que las hojas adoptaran formas parecidas a gotas, mismos que difieren
con la morfologia de las hojas control, cuya simetria es mas bien ovalada. La
concentracion de 10 ppm generd o promociones discretas (p > 0.05) o inhibiciones
significativas (p < 0.05) respecto al grupo de control en relacién con el tamafio y con
los valores SPAD, cuyas magnitudes son proporcionales con la pigmentacion de las
hojas. Sim embargo, es importante senalar que esta relacion no es totalmente
congruente con el uso de una u otra concentracion en particular, exceptuando la de
10 ppm. Al menos para el tratamiento con NP dopadas, el efecto morfologico en las
hojas resulté inconcluso, ya que no es evidente una tendencia de crecimiento o

inhibicion.

8.0 Perfil Metabdlico en germinados de alfalfa tratados con

nanoparticulas TiO2 y Ag-TiO2, sintetizadas por medio de sol gel.

La determinacion de contenido metabdlico (fenoles totales, flavonoides totales) asi
como la actividad antioxidante (% de inhibicién de radicales DPPH* y ABTS™), fue

obtenida a partir de germinados completos, incluyendo radicula y hojas verdaderas.

8.1.1 Curvas de Calibracion empleadas en la cuantificacion de metabolitos

secundarios y actividad antioxidante.

8.1.1.1 Curva estandar para determinacion de fenoles totales.

Previo a realizar la cuantificacion de metabolitos y actividad antioxidante, fue
necesaria la preparacién de curvas de calibracién, para cada uno de los ensayos
realizados, la Tabla 7 muestra los datos obtenidos para las concentraciones
correspondientes de acido galico con sus respectivas absorbancias. Se obtuvo una
recta con una R cuadrada de 0.99 (Figura 18) significando un ajuste lineal excelente
que puede ser usado para las mediciones de las muestras, correspondiente al
andlisis de fenoles totales.
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Tabla 7

Concentracion Absorbancia 04 _ Curva estandar para Fenoles
de Acido A=760nm o | [ = Absorbanca .
s Regresion lineal
Galico. 2 03
Il
0 0.0900 5
20 01115 _‘E ] Equatio y =a + b*x i
o Intercep 0.06549 =+
40 0.1170 §01 Slope  0.0018 + 1
' - R-Squar 0.96147
60 0.1474 ‘ : : :
0 50 100 150
80 0.2197 Acido galico (mg/mL)
100 0.2202 Figura 18. Curva de calibracién para Fenoles.
120 0.3275
140 0.3333
160 0.3621

8.1.1.2 Curva estandar para determinacion de flavonoides totales.

En las Tabla 8 y Figura 19, se muestran absorbancias correspondientes al ajuste
lineal para la curva de calibracion de la solucién Rutina y sus respectivas
concentraciones. Esta curva fue utilizada para realizar una regresion lineal
obteniendo una R cuadrada de 0.96 significando un ajuste lineal aceptable para la

medicion de flavonoides.
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Tabla 8 044 Curva estandar para Flavonoides
Concentracion Absorbancia g = Absorbancia .
< 0.12 Regresién lineal 1
de Rutina. A=404nm 2
i i
0 0 o0
2 00687 § Equatio y =a+b*x |
o 0.08 4 Intercep 0.07093 + 0
5 0.0715 é Slope  3.07878E-4| A
" R-Squa 0.96921
10 0.0744 0.06 —— : :
0 100 200
25 0.0769 Rutina (ugr/mL)
50 0.0897 Figura 19. Curva de calibracién para Flavonoides.
100 0.1029
150 0.1242
200 0.1260

8.1.2.1 Estandar de calibracion para determinacion de actividad
antioxidante mediante inhibicion de radical ABTS™.

En la Tabla 9 y Figura 20, se muestran la curva de calibracion y sus
correspondientes concentraciones de solucién de Trolox, estas fueron utilizadas
para medir el porcentaje de inhibicién y la capacidad antioxidante en los extractos
de germinado. Se obtuvo a través de una regresion lineal una R cuadrada de 0.98,
significando un valor aceptable para calcular las mediciones de actividad

antioxidante por la técnica ABTS.

67



Tabla 9

Concentracion Absorbancia
de Trolox.

50
100
200
300
400
500
600
700
800

8.1.2.2 Estandar de calibracién para determinaciéon de actividad

A=734nm
0.6049
0.5282
0.4108
0.3215
0.1859
0.0621
0.0492
0.0464
0.0449

Curva estandar para ABTS

I
o
Il
n

= Absorbancia
Regresién lineal| |

734nm)

Equation y

=}
'S
1

R-Square

=a+b*x

Intercept 0.63494 + 0.02
Slope -0.00106 + 6.7[]

0.98039

0.2+

Absorbancia (A

0.0

0 200 400 600
Trolox (mg/mL)

Figura 20. Curva de calibracién para ABTS.

antioxidante mediante inhibicion de radical DPPH"".

Enseguida se muestran la Tabla 10 y Figura 21 correspondientes a la curva de
calibracidn y sus respectivas concentraciones de solucion de Trolox, estas fueron
utilizadas para medir el porcentaje de inhibicion y la capacidad antioxidante en los
extractos de germinado. Se obtuvo a través de una regresion lineal una R cuadrada

de 0.98, significando un valor aceptable para calcular las mediciones de actividad

antioxidante por la técnica DPPH.

800
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Tabla 10 Curva estandar para DPPH

Concentracion Absorbancia 3 ) - QZZ?QZ%nnCEnem
g 0.4+ 4
de Trolox. A=520nm sﬁ
50 0.4624 5
o |
100 0.4311 § " Equation y=a+b*x
200 0358 A TR0 TN
300 0.3252 oo roquar 098252 | |
0 200 400 600 800
400 0.2355 Trolox (mg/mL)
500 0.2060 Figura 21. Curva de calibracion para DPPH.
600 0.1199
700 0.0877
800 0.0725

8.2.1 Determinacion de fenoles totales en germinados con tratamiento de
TiO2 y Ag-TiOo.

En esta seccidn se presentan las mediciones de fenoles totales, realizadas para los
extractos con un periodo de 9 dias de crecimiento, tratados con TiO2 y Ag-TiO2
sintetizado a partir de la técnica sol-gel. Los resultados son mostrados en la Figura
22 y se expresan en mg equivalentes de acido gélico/g de muestra orgénica con
respecto al control.

Para el primer tratamiento con TiO2 (Figura 22a), se observé un incremento en la
cantidad de fenoles totales que va desde 8 a un 68 %. Estos fueron de 1 ppm (12
%), 5 ppm (8 %), 10 ppm (46 %) y 15 ppm (68 %), respecto al control. Es notable la
incidencia del tratamiento (p < 0.05) sobre la promocién de fenoles presentes en el
extracto, destacan las concentraciones de 10 y 15 ppm. Por otro lado, las
concentraciones de 1 y 5 ppm provocaron una promocion similar, sin presentar
alguna diferencia significativa (p > 0.05). Para el segundo tratamiento con Ag-TiOz

(Figura 22b), se registr6 un comportamiento completamente distinto, pues las
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concentraciones con mayor indice de produccién de fenoles totales respecto al
control fueron las de 5y 15 ppm. Las variaciones promotoras porcentuales respecto
al control fueron de 5 ppm (62 %), 10 ppm (15 %) y 15 ppm (29 %), mientras que la
concentracion de 1 ppm generd una respuesta ligeramente inhibitoria del 2 %. Los
efectos inducidos por las concentraciones de 10 y 15 ppm presentaron una p > 0.05
entre ellas, lo que sugiere comportamientos en promedio similares. Finalmente, el
tratamiento con 5 ppm indujo una respuesta promotora mucho mas evidente, en
comparacién con las demas y el grupo de control, siendo esta la que mayor

incidencia tuvo sobre el aumento de fenoles totales.
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Figura. 22. Efecto de NPs de TiO, (figura a) y de Ag-TiO; (figura b) sobre fenoles totales en germinados de alfalfa. La
comparacion entre los promedios usando la prueba de Tuckey se sefala con letras, los promedios con letras diferentes

indican diferencias significativas (p < 0.05). La comparacién de los promedios con el control, usando la prueba de
Dunnett, se sefiala con las barras rojas, los promedios con diferencia significativa (p < 0.05).

8.2.2 Determinacion de flavonoides totales en germinados con

tratamiento de TiO2 y Ag-TiO2

Esta seccién se presentan las mediciones de flavonoides totales, realizadas en los
extractos de los germinados con un periodo de 9 dias de crecimiento tratados con
nanoparticulas de TiO2 y Ag-TiOz, sintetizadas a partir de la técnica sol-gel. Los
resultados se expresan en mg equivalentes de rutina/g de muestra organica con

respecto al control.
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Figura. 23. Efecto de NPs de TiO, (figura a) y de Ag-TiO, (figura b) sobre flavonoides totales en germinados de alfalfa.
La comparacion entre los promedios usando la prueba de Tuckey se sefiala con letras, los promedios con letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). La comparacion de los promedios con el control, usando la
prueba de Dunnett, se sefiala con las barras rojas, los promedios con diferencia significativa (p < 0.05).

Los resultados para los flavonoides totales cuando se usé TiO2 (Figura 23a)
muestran un comportamiento dependiente de las concentraciones, es decir que a
medida que estas aumentan, el efecto en los niveles de flavonoides se ven
reflejados por igual. Se registraron inhibiciones discretas (p > 0.05) en 1 ppm (15 %)
y 5 ppm (3 %). Por otro lado; se obtuvieron resultados promotores (p < 0.05)
respecto al control, en los niveles de flavonoides totales en 10 ppm (25 %) y 15 ppm
(15 %). Sin embargo, aunque el indice promotor que presentd por la concentracién
de 10 ppm fue mayor que en las 15 ppm, no existe una diferencia significativa entre
ellas, aunque porcentualmente la diferencia sea notable.

Por otro lado, el tratamiento con Ag-TiO2 (Figura 23b) exhibié un comportamiento
promotor en la produccién de flavonoides totales en las concentraciones de 5, 10 y
15 ppm, mientras que la concentracién de 1 ppm tuvo un efecto inhibitorio. Las
concentraciones de 5 y 15 ppm mostraron un mayor incremento porcentual (p <
0.05) en la produccién de flavonoides totales, con un aumento del 49 % y 116 %
respectivamente, en comparacién con el grupo de control. Por otro, los efectos
observados para las concentraciones de 1 y 10 ppm no fueron significativamente
distintos al control (p > 0.05). En otras palabras, aunque estos efectos sugieren
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cambios discretos en la produccién de flavonoides totales, no fueron
significativamente diferentes de los observados en el grupo control. Sin embargo,
es importante destacar que cuando se us6é 1 ppm, los niveles de flavonoides
descendieron un 16 %. Lo que es consistente con los resultados obtenidos para los
fenoles totales en esta misma concentracidon y tratamiento. En general, el
tratamiento con Ag-TiO2 exhibié una mayor promocion en la produccion de
flavonoides totales en comparacion con el tratamiento con TiO2 sin dopar. La
concentracion de 15 ppm en ambos tratamientos indujo una mayor cantidad de
metabolitos secundarios (fenoles y flavonoides totales) respecto al control, siendo
notablemente mayor el efecto promotor con el tratamiento de Ag-TiO2.

8.2.3 Determinacion de Capacidad antioxidante en germinados con

tratamiento de TiO2 y Ag-TiOo.

8.2.4 Actividad estabilizadora de radical DPPH™ en germinados tratados
con TiO2y Ag-TiOa.

Esta seccidn se presenta la actividad antioxidante realizada, mediante la inhibicion
del radical DPPH, para los extractos de alfalfa con un periodo de 9 dias de
crecimiento, tratados con TiOz2 y Ag-TiOz2 sintetizado a partir de la técnica sol gel.
Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion en las Tablas 11y 12.

Tabla 11

Actividad estabilizadora de radical DPPH™ en germinados de alfalfa tratados con TiO».,

Tratamiento Concentracion (ppm) % de THB'
Control 0 48.62 £ 2.824
1 28.30 + 3.52¢"
5 40.85 +2.828"
TiO, A
10 17.72 £ 1.43P"
15 13.96 + 1.20°"
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* Porcentaje de inhibicién de radical DPPH™", registrado entre los extractos de los germinados afectados por
las distintas concentraciones de TiO» y el grupo de control después de 9 dias de crecimiento. Los valores
porcentuales representan la capacidad reductora de cada muestra de inhibir la actividad oxidante del radical
DPPH™". 1 (Porcentaje de inhibicion). Los promedios con letras distintas indican diferencias segtin la prueba
de Tuckey (p < 0.05), los asteriscos indican diferencias respecto al control, segtin la prueba de Dunnett (p <
0.05).

Los efectos observados cuando se utilizé TiO2 (Tabla 11) mostraron una reduccién
en la capacidad antioxidante de la muestra, pues en todos los casos el porcentaje
de inhibicién se redujo alcanzando su maximo punto en las 15 ppm; es decir, que la
diferencia porcentual promedio respecto a lo observado en el grupo de control
ascendid a un 70 %. Asi mismo, se observé que la concentracion de 5 ppm produjo
un efecto similar al grupo de control, sin embargo, fue lo suficientemente significativa
(p < 0.05) esta diferencia como para representar una baja capacidad de eliminacién
de radicales libres, por lo que estos resultados indican que las concentraciones
probadas de TiO2 en general promovieron un descenso importante en la forma que
los mecanismos de proteccidn oxidante actuan sobre las especies reactivas de

oxigeno.

Tabla 12
Actividad estabilizadora de radical DPPH™ en germinados de alfalfa tratados con Ag-TiO,.

Tratamiento Concentracion (ppm) % de THB'
Control 0 57.40 £ 19348
1 54.00 + 1.7248
5 49.97 +3.538
Ag-TiO;
10 49.17 + 5.668
15 60.45 + 3.494

* Porcentaje de inhibicion de radical DPPH™, registrado entre los extractos de los germinados afectados por
las distintas concentraciones de Ag-TiO» y el grupo de control después de 9 dias de crecimiento. Los valores
porcentuales representan la capacidad reductora de cada muestra de inhibir la actividad oxidante del radical
DPPH™". } (Porcentaje de inhibicion). Los promedios con letras distintas indican diferencias segtin la prueba
de Tuckey (p < 0.05), los asteriscos indican diferencias respecto al control, segtin la prueba de Dunnett (p <
0.05).
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En cuanto al tratamiento con Ag-TiO2 (Tabla 12), los efectos observados en general
mostraron un comportamiento ligeramente distinto al exhibido por el control. El
porcentaje de inhibicién se mantuvo en un rango similar para las concentraciones:
1 ppm (54 %), 5 ppm (50 %) y 10 ppm (49 %), mientras que para las 15 ppm (60 %)
se manifesté una promocion discreta de apenas un 5 % respecto al control, sin ser
esta significativa. Es importante sefalar que las variaciones en cuanto al dafo
oxidativo no fueron significativas entre las concentraciones probadas (p > 0.05),
ninguna de ellas provocé efectos notorios sobre la capacidad de neutralizar
radicales libres. No existe una tendencia clara en cuanto a que concentracion
generd el comportamiento con mayor dafo oxidativo, ya que las fluctuaciones no

fueron lo sufrientemente robustas como para promover una tendencia.

8.2.5 Actividad estabilizadora de radical ABTS™ en germinados tratados
con TiO2 y Ag-TiO-.

Esta seccidon se presenta la actividad antioxidante realizada mediante la inhibicion
del radical ABTS™, para los extractos de alfalfa con un periodo de 9 dias de
crecimiento, tratados con TiO2 y Ag-TiO2 sintetizado a partir de la técnica sol-gel.

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion en las Tablas 13 y 14.

Tabla 13
Actividad estabilizadora de radical ABTS™ en germinados de alfalfa tratados con TiO..
Tratamiento Concentracion (ppm) % de THB'
Control 0 70.36 £ 1.424
1 67.49 £ 1.0478
5 68.52 +2.76"B
TiO» ,
10 62.78 £2.978¢
15 55.65 +4.13¢"

* Porcentaje de inhibicién de radical ABTS™, registrado entre los extractos de los germinados afectados por
las distintas concentraciones de TiO, y el grupo de control después de 9 dias de crecimiento. Los valores
porcentuales representan la capacidad reductora de cada muestra de inhibir la actividad oxidante del radical
ABTS™. T (Porcentaje de inhibicion). Los promedios con letras distintas indican diferencias segtn la prueba
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de Tuckey (p < 0.05), los asteriscos indican diferencias respecto al control, segin la prueba de Dunnett (p <
0.05).

Para el primer tratamiento con TiO2 (Tabla 13), se observé un comportamiento
inhibitorio en la capacidad antioxidante en todas las concentraciones probadas. El
comportamiento exhibido por las concentraciones 1y 5 ppm, demostré tener efectos
similares, sin una diferencia significativa respecto a lo observado con el grupo de
control (p > 0.05); por otro lado, las concentraciones de 10 y 15 ppm si exhibieron
un comportamiento ligeramente inhibitorio, teniendo una diferencia significativa en
comparacién con el control (p < 0.05), no obstante la capacidad antioxidante entre
estas dos concentraciones no condujo a una respuesta notablemente distinta, a
pesar de que su diferencia porcentual observada se encuentre entre un 8 y 15 %,
respecto al grupo de control. Al mismo tiempo es importante sefalar que la
concentracion con menor capacidad para brindar proteccién al dafio oxidativo fue la
15 ppm, induciendo como se menciond anteriormente, una baja capacidad para
eliminar radicales libres. En resumen, las concentraciones de 10 y 15 ppm
promovieron una baja capacidad de eliminacion de radicales libres, mientras que
las de 1 y 5 ppm no provocaron cambios notables en la habilidad de estabilizar

radicales en comparacién con el control.

Por otro lado, en el segundo tratamiento con Ag-TiO2 (Tabla 14) se observé un
comportamiento mas evidente en cuanto a qué concentraciones generaron una
respuesta promotora y cuales fueron inhibitorias. A continuacion, se muestran estos

valores expresados en porcentaje de inhibicidn.
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Tabla 14
Actividad estabilizadora de radical ABTS™ en germinados de alfalfa tratados con Ag-TiO-.

Tratamiento Concentracion (ppm) % de THB'
Control 0 56.09 + 3.48%
1 64.12 £ 2,994
5 65.35 £ 2477
Ag-TiO,
10 46.78 £ 1.66¢"
15 48.41 £ 0.62¢"

* Porcentaje de inhibicién de radical ABTS™, registrado entre los extractos de los germinados afectados
por las distintas concentraciones de Ag-TiO, y el grupo de control después de 9 dias de crecimiento. Los
valores porcentuales representan la capacidad reductora de cada muestra de inhibir la actividad oxidante del
radical ABTS™. 1 (Porcentaje de inhibicion). Los promedios con letras distintas indican diferencias segtin
la prueba de Tuckey (p < 0.05), los asteriscos indican diferencias respecto al control, segtn la prueba de
Dunnett (p < 0.05).

Como se muestra en la Tabla 14, se registr6 un comportamiento interesante a la
capacidad antioxidante de las concentraciones evaluadas. En principio las
concentraciones de 1y 5 ppm indujeron una promocion (p < 0.05) en la eliminacion
de radicales ABTS en una proporcion del 8 y 9 % respectivamente, en comparacion
con lo observado en el grupo de control. Esto contrast6 con las concentraciones de
10 y 15 ppm cuyo efecto fue mas bien inhibitorio, es decir que redujo la capacidad
de eliminar el radical de prueba en una proporcién del 9 y 8 % respectivamente,
respecto al control. Este comportamiento resulta especialmente interesante ya que
las concentraciones extremo (1 y 15 ppm), resultaron en una diferencia proporcional
respecto al control, asi como el comportamiento generado por las concentraciones
de 5y 10 ppm alrededor del control. Adicional a lo anteriormente mencionado, las
diferencias fueron estadisticamente significativas (p < 0.05) para la prueba de
Dunnett. En cuanto a la diferencia entre los tratamientos, también fue significativa

(p < 0.05) para Tukey.

En aquellas concentraciones con efectos similares, no se observé una significancia
estadistica segun la prueba de Tukey; en otras palabras, las concentraciones que
mostraron tener efectos promotores, no presentaron una diferencia significativa, asi
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mismo, la diferencia estadistica para las concentraciones inhibitorias no present6

una p > 0.05, por lo que, en esencia fueron similares.

9.0 Actividad de las enzimas Super 6xido dismutasa (SOD), Fenilalanina
Amonio Liasa (PAL) y Catalasa (CAT).

Con el proposito de evaluar la incidencia de las NPs sobre los germinados, como el
cambio en los niveles enzimaticos debido a los tratamientos con TiO2 y Ag-TiOz, se
realizaron dos pruebas estadisticas (prueba de Dunnett y Tuckey, p < 0.05),
comparando las concentraciones de los tratamientos con el grupo de control, asi
como todos los pares promedio. Dichos resultados se resumen en la Tabla 15. De
manera general, con el primer tratamiento con TiO2 se observé una disminucién
aparente del indice de la enzima Superéxido Dismutasa (SOD), adicionalmente esta
reduccion fue estadisticamente significativa, lo que indica un cambio sustancial
sobre la actividad de la enzima correspondiente al grupo de control y las
concentraciones probadas. En tanto que el porcentaje de disminucién ascendio al
80 %, se puede sefalar que las concentraciones de 1 y 5 ppm promovieron una
reduccion significativa respecto a lo que se observo en las demas concentraciones.
De manera similar, el tratamiento con Ag-TiO2 generd un efecto reductor en la
actividad SOD, como se menciond con anterioridad, siendo solo la concentracion de
15 ppm la que parece no tener un efecto sobre la enzima y permaneciendo similar

al control sin diferencias significativas.

A continuacién, se presentan los resultados registrados para la fenilalanina amonio
liasa (PAL) en los germinados tratados con NPs de TiO2 y Ag-TiO2. El tratamiento
con TiOz, provocé un aumento porcentual apenas del 25 % sobre la actividad
registrada en el grupo de control, asi mismo, aunque las demas concentraciones
promovieron cambios porcentuales, ninguna de ellas fue significativa.
Adicionalmente, estos cambios a pesar de ser discretos parecen indicar una
tendencia sutil de incremento, alcanzando el maximo en las 15 ppm. En un segundo
escenario, el tratamiento con Ag-TiO2 tampoco generd un incremento o inhibicion
significativo en la actividad PAL respecto al grupo de control, no obstante, aunque
estos cambios fueron discretos, se presenté un coincidente incremento porcentual
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(con el primer tratamiento) cuando se usaron 15 ppm. La actividad se elevé por
encima de la observada en el grupo de control y las demdas concentraciones. A
diferencia de la SOD, en donde la actividad fue casi nula, la enzima PAL si registro
actividad en todos los casos, aun cuando estas no fueron estadisticamente

relevantes.

Finalmente, la actividad registrada para la enzima Catalasa (CAT) cuando se us6
TiO2 mostré tener un efecto significativo de inhibicién cuando se usé 1 ppm, no asi
con las demas concentraciones en donde el incremento porcentual maximo fue del
13 %. Al igual que la SOD, la actividad de esta enzima se vio disminuida casi por
completo en todos los casos, pues los valores estuvieron muy cercanos a cero. En
un segundo escenario, el tratamiento con Ag-TiOz2, generd una respuesta inhibitoria
coincidente con el primer tratamiento, cuando se us6 de 1 ppm. Se registré un
descenso del 34 % en la actividad de la enzima respecto al grupo de control. En
resumen, las concentraciones de 15 y 1 ppm presentaron comportamientos
coincidentes en ambos tratamientos, para las enzimas PAL y CAT. En el caso de la
SOD, no existi6 un comportamiento coincidente mas alla del descenso en la
actividad de la enzima, aunque en distintas concentraciones. TiO2 encontr6 su punto
maximo de inhibicién con las 5 ppm, mientras que Ag-TiO2, en 10 ppm, ambas en
un rango de 80 - 87 %. Adicionalmente es de notar que solo la enzima PAL registrd
una actividad mayor a cero, mientras que la actividad de SOD y CAT se registrd con

valores muy cercanos a cero.

Tabla 15

Actividad enzimadtica en germinados tratados con NPs de TiO, y Ag-TiO,.

Act. SOD

Act. PAL

Tratamiento Con:en::)lcnon (U/mg % (U/mg % u /:?ld' S(ﬁ;l;na) %
PP proteina) proteina) &P
Control 0.130 = 0.008% 100 6.253 +1.603* 100 0.177 £0.0144 100
1 0.018 £0.002%" -86.0 6.211=+0.316* -0.7 0.137 £0.015%" -22.4
TiO; 5 0.016 £0.002%" -87.0 6.738 £0.530*  +7.8 0.177 £0.0144 +0.4
10 0.037 £0.027%°  -71.0 6.995+2.292* +11.9  0.182+0.0124 +3.3
15 0.031 £0.005%° -75.7 7.872+1.1114 +259 0.2+0.0104 +13
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0.053 +0.008"

1 . 59.1 592+0914 .53 0.117£0017% 339
Ag-TiO, 5 0.072£0.027%" -450 5614137 -102  0215+0001*  +21.4

10 0.025+0.002% -80.4 6.601£2.633* 456  0214+0023*  +21.1

15 0.139+0.0154  +6.6 7.793+2.66* +246 0.162+0.033*% 8.1

*Actividad enzimdtica presentada en germinados de 9 dias de crecimiento. Los promedios con letra distinta representan diferencias
estadisticamente significativas respecto al control, segtn la prueba de Tuckey (p < 0.05). Los promedios con * indican diferencias
significativas respecto al control, segtin la prueba de Dunnett. La columna de porcentaje (%) representa el incremento o inhibicién
respecto al grupo de control.

8. DISCUSION.

Los resultados observados en los germinados tratados con las soluciones de TiO2
y Ag-TiOz2 exhibieron cambios morfolégicos que pueden atribuirse a las
caracteristicas del mismo ensayo, destacan el tiempo de exposicion, el tamano de
particula y las concentraciones empleadas en cada caso, asi como el dopante.
Estos cambios morfolégicos indicaron que, la adicidn de nanoparticulas en el
proceso germinativo repercutid, en la posterior etapa de emergencia radicular pero
no asi en la cantidad de peso fresco. Las semillas que recibieron un efecto promotor
sobre las caracteristicas morfolégicas con el tratamiento de TiOz2 fueron las que se
encontraban expuestas a la dosis mas baja del tratamiento (1 ppm). Al menos,
cuatro de los seis parametros (longitud de radicula, largo y ancho de hoja y la
pigmentacién de las hojas) resultaron modificados a la misma concentracion. Por
otro lado, el tratamiento con Ag-TiO2 (15 ppm) mostré cambios morfoldgicos
significativos en: % de germinacion, peso fresco y longitud de radicula, mientras que
en la morfologia de las hojas no se registraron cambios significativos, con respecto

al grupo de control.

La diferencia entre el peso fresco del control y de los germinados tratados con las
NPs de TiO2 y Ag-TiOz, puede atribuirse al tiempo de exposicién de las semillas
durante la imbibicién, ya que es posible, que las semillas lograran absorber la

cantidad de agua necesaria para afectar la fase uno y dos del proceso germinativo,
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puesto que son estas etapas en las que existe mayor movilizacion de la reserva
energética, lo que en consecuencia podria repercutir en la produccidén de biomasa.
El peso fresco registrado, exhibié un comportamiento similar a lo reportado por (Hao
et al., 2016), donde evaluaron el uso de distintas nanoparticulas, incluyendo TiOzen
germinados de arroz, con un tiempo de imbibicién similar. Se observaron efectos
sobre produccion de biomasa similares para las concentraciones de 10 y 5 ppm, en
donde no existi6 diferencia significativa respecto al control. Adicionalmente ninguna
de las concentraciones (5, 10, 30, 50, 100, 150 ppm) provocaron cambios

significativos sobre la biomasa, o que concuerda con lo observado en este estudio.

Por otro lado, el porcentaje de germinacién y la longitud de radicula no guardaron
relacion directa con el peso fresco (Figura 13 y 14). El porcentaje de germinacién
fue afectado (p > 0.05) por las concentraciones de 10 y 5 ppm disminuyendo la
cantidad de semillas germinadas respecto a las sembradas, esto mismo se reporta
(Basahi, 2021), donde una concentracion de 50 mg/L de TiOz2 disminuyé la tasa de
germinacién en un 16 % sobre germinados de chicharo. Adicionalmente, (Haghighi
& Teixeira Da Silva, 2014; Hao et al., 2016) reportaron que la longitud de los
germinados no estuvo directamente relacionada con el peso fresco, ya que, a pesar
de que las concentraciones de 5y 10 ppm aumentaron la longitud de la radicula,
este incremento no se reflej6 en la biomasa. Esto sugiere que, los germinados con
promocion radicular no necesariamente incrementan proporcionalmente su

biomasa.

Por otro lado (Kushwah & Patel, 2020; School of Studies in Botany, Jiwaji University,
Gwalior-474011, Madhya Pradesh, India et al., 2020) reportaron comportamientos
inhibitorios en Vicia faba L'y P. Vulgaris para 15 mg/L de TiOz2 en donde la longitud
de los brotes se vio afectada particularmente por esta concentracién en periodos de
crecimientos de 20 y 7 dias, respectivamente. Esto, es proporcional con la tendencia
observada en la misma concentracion usada en este estudio y sugiere que dicha
concentracion tiene un efecto inhibitorio en el desarrollo de las radiculas. En ambos
estudios se usaron NPs con un tamano aproximado de 83 nm, mientras que, en este
ensayo fue de 20 (TiO2) y 14 (Ag-TiO2) nm aproximadamente. En contradiccion, el
tiempo de exposicion de las semillas y el tiempo de germinacion, no fueron
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determinantes en el resultado inhibitorio o promotor, especificamente con la

concentracion de 15 ppm.

De la misma forma, el segundo tratamiento con Ag-TiO2 provocé cambios
morfolégicos en la promocion de raiz congruentes con lo reportado por (Vannini
et al., 2013), en donde se usaron NPs de Ag y AgNO3s como agentes promotores de
crecimiento. Se observd que el tratamiento con Ag-NP promovié el crecimiento de
raices expuestas a concentraciones de 10 y 20 mg/L, no obstante, el tratamiento
con NPs de AgNOs inhibi6 el crecimiento de raiz por completo a partir de 20 mg/L
tras 5 dias de exposicion. Estos efectos, son atribuidos a la liberacion de iones Ag*
pudiendo estar afectando la acumulacién de proteinas involucradas en el
metabolismo del azufre. Estas proteinas (jacalinas) al poseer una capacidad para
catalizar la hidrolisis de metabolitos secundarios con azufre en su estructura, liberan
nitrilo y sulfato al medio. El nitrilo posee actividad auxinica y puede convertirse en
acido indol-3 acético, lo que puede explicar parcialmente la estimulacion radicular
en germinados con presencia de AgNP.

Adicionalmente, los resultados observados sobre las hojas (en este caso
correspondientes a la pigmentacion) expresados en unidades SPAD exhibieron una
promocion en el contenido de clorofila cuando se usé TiO2. Para este primer
tratamiento, las concentraciones de 1 y 5 ppm promovieron significativamente el
color de las hojas en un 17 % respecto al control, lo que es contradictorio con lo
reportado por (Dogaroglu, 2017), donde usaron algunas concentraciones (5, 10, 20,
40, 80 mg/kg) similares. En general, todas estas concentraciones inhibieron la
pigmentacién respecto al control, sin embargo, destacan 5 y 10 mg/kg ya que
coinciden proporcionalmente, con las concentraciones empleadas en el presente

estudio.

En un escenario contrario, el uso de NP dopadas (Ag-TiOz2) no generd cambios
significativos sobre los valores SPAD para las concentraciones evaluadas. Esto
contrasta lo reportado por (Gordillo-Delgado et al., 2020), donde el uso de NPs de
Ag-TiO2 de tamano reducido (7-8 nm) y en concentraciones bajas (2 %) en semillas
de espinaca, llegd a generar efectos positivos sobre la actividad fotosintética, misma
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que se vio incrementada en un 21.78 %; asi mismo los parametros de crecimiento
como altura de las plantulas, dimensiones de las hojas y numero de hojas,
aumentaron entre un 30 y el 49 %, respecto al control. Ellos sugieren que los
resultados observados sobre la actividad fotosintética se debe a la generacién de
especies reactivas de oxigeno, estrés oxidativo, efectos genotdxicos, inhibicidén de
generacion de enzimas, asi como disminucién de viabilidad celular (Cox et al.,
2017b), sin embargo advierten que es importante tener en cuenta el tamano y
concentracion de la NP. Esto debido a que NPs de mayor tamafo y concentracion,
pueden llegar a promover acumulacién en las raices, afectando negativamente la

morfologia.

Teniendo en cuenta esto proponen que, para obtener mejores resultados, el
metabolismo de la planta no debe ser alterado de forma drastica, ya que el de Ag-
TiO2 al mejorar el crecimiento y la formacion de clorofila, también aumenta la
actividad Rubisco, asi como la tasa fotosintética durante la etapa de crecimiento, no
obstante el efecto es inversamente proporcional al tamafo de particula y la
concentracion, de esta forma las ROS incrementan su concentracion provocando
danos estructurales sobre la membrana lipidica inhibiendo la capacidad fotosintética
(Jhanzab et al., 2015; Larue et al., 2014). Esta puede ser una razén por la que los
niveles de las unidades SPAD, no hayan variado demasiado respecto al control, ya
que, si tomamos en cuenta el tamafo de particula empleado en este ensayo,
concluimos que es al menos 2 veces mayor que el antes mencionado, esto sugiere
que el tamario de las NP juega un papel importante en la modificacién del contenido
de clorofila.

Por lo anterior es importante mencionar que existen al menos, tres mecanismos de
internalizacion, propuestos por (Behzadi et al., 2017), el primero de ellos involucra
directamente la difusion de la nanoparticula a través de la membrana plasmatica, el
segundo, sugiere la fagocitaciéon de la NP por parte de la célula y el tercero, alude a
un transporte mediante proteinas o canales transmembranales. Esto es
especialmente importante, debido a que el tamano de NP empleado en el ensayo
es relativamente pequeno y podria haberse internalizado mediante cualquiera de
estos mecanismos al especio intracelular mediante difusion o gracias a los canales

82



de la membrana plasmatica. En consecuencia, podria haber incidido directamente
en el proceso metabdlico de la germinacidn, especialmente en la fase Il, generando
estrés sobre la actividad de los sistemas antioxidantes como metabolitos
secundarios y enzimas como la catalasa y super 6xido dismutasa. Sin embargo,

dichos efectos no fueron completamente concluyentes en todos los casos.

En lo que se refiere al perfil metabodlico se observd que, en ambos casos el uso de
NPs en el proceso germinativo produjo efectos promotores para la mayoria de las
concentraciones probadas. Cuando se uso6 TiOz2 sin dopar, se generé una tendencia
dosis-respuesta mas evidente que cuando se uso6 plata como dopante. Para el
primer tratamiento (TiO2) se generd un comportamiento proporcional a la
concentracion, alcanzando el maximo efecto promotor en las 15 ppm. Esto coincide
con lo reportado por (Missaoui etal., 2021) en donde observaron resultados
promotores en los niveles de polifenoles (17-56 %) en Fenugreek usando TiO2 en
concentraciones de 50 mgL-"y 100 mgL™", ellos proponen que este efecto promotor
en los niveles de polifenoles, pueden deberse al tamafno de la NPs, (83 + 15nm).
Otro estudio conducido por (Tighe-Neira et al., 2020) en donde se usé TiO2 (86nm)
en un rango 10 a 1500 mgL"' en Raphanus sativus L. se encontrd que la
concentracion de 10 mgL™' incrementaba significativamente los niveles de fenoles
totales en plantas de 25 dias de edad. Esto concuerda con los resultados

observados en la promocién de contenido fendlico.

Por otro lado, para el segundo tratamiento con NPs dopadas, se alcanzé el punto
de maxima incidencia con 5 ppm, sin que se presentara una tendencia de
crecimiento evidente, como la observada en el primer tratamiento. Por ejemplo; esta
misma concentracion generd un efecto distinto en funcién del dopaje. Cuando se
us6 Ag-TiOz2 la produccién de fenoles totales se dispar6 en poco mas del doble,
respecto al control.

El perfil antioxidante evaluado mediante la técnica de neutralizacién del radical
DPPH, arrojoé en su mayoria resultados inhibitorios para todas las concentraciones
evaluadas, lo que contrasta con lo reportado por (Garcia-Lépez et al., 2018b) en
donde probaron nanoparticulas de 6xido de Zinc en germinados de pimiento
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Capsicum annuum L., en concentraciones de 0, 100, 200 y 500 ppm. Se observo
que, en las radiculas expuestas a estas NPs, se produjo un incremento discreto en
la actividad antioxidante alcanzando su maximo punto promotor en la concentracién
de 500 ppm. De acuerdo con (Jiang et al., 2017), 6xidos metalicos como ZnO, CuO
y CeO asi como NPs de plata, tiene la capacidad de generar estrés oxidativo una
vez que se encuentran internalizadas en la célula, liberando iones toxicos al medio
intracelular; lo que directamente activa respuestas antioxidantes por parte del
sistema entero. Un ejemplo de esto, son las AgNPs, las cuales desencadenan la
sefalizacion Ca?*y ROS a través de la induccion de poros permeables al Ca2*y la
oxidacién directa del &cido L-ascérbico apoplastico (vitamina C) (Sosan et al., 2016),
siendo este Ultimo un antioxidante no enzimatico importante en plantas, y que

participa en la defensa contra el estrés oxidativo degradando H20z2.

Este comportamiento con el tratamiento sin dopaje (TiOz2) asi como el dopado (Ag-
TiOz), sugiere una respuesta inhibitoria en la capacidad que tiene la muestra de
neutralizar el dafo oxidativo. En tal caso, aquel tratamiento con menor capacidad
de producir electrones libres al medio (TiO2) mediante actividad fotocatalitica fue el
que presentd mayor reduccion en actividad antioxidante, o dicho de otra forma
propicié la generacion de ROS. Esto resulta especialmente interesante debido a que
el segundo tratamiento (Ag-TiOz2), al contar con una capacidad fotocatalitica mas
elevada debido al dopante, no aumenté de manera significativa en la capacidad
antioxidante, en ninguno de los casos esta diferencia constitutiva significé un efecto
significativo en la habilidad neutralizadora de radicales. No obstante, se necesita
contar con un rango de concentraciones mas amplio para comprobar si

concentraciones mas altas a 15 ppm reducen el estrés oxidativo.

Dichos resultados pueden estar relacionados también con la poca presencia del
dopante (Ag*) en el TiO2 de acuerdo con los resultados observados en la
caracterizacion de las NPs mediante Raman (Figura 11). Basados en estos
resultados, es l6gico pensar que los niveles de actividad antioxidante estén
reflejando lo observado en los sistemas de defensa antioxidantes como son los
polifenoles (fenoles totales y flavonoides totales), aplicando TiO2 y Ag-TiO2. Ya que
el tratamiento sin dopante mostrd resultados con mayor promocion que los
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observados en el tratamiento con el dopante (Tablas 12 y 13) (Figuras 22 y 23).

De acuerdo con (Mahakham et al., 2017), los mecanismos por los cuales actuan los
tratamientos de “seed priming” basados en NPs de plata son 3: (i) Creacién de
nanoporos en la cubierta de la semilla, (i) Agente generador de ROS vy (iii)
nanocatalizador para potenciar la actividad de la enzima degradadora del almidén
(a-amilasa). Esto mismo concuerda con algunas propuestas descritas anteriormente
por (Behzadi et al., 2017). Se propone, que una vez las nanoparticulas de Ag han
degradado la pared celular, comienza una rapida absorcidén de agua hacia el interior
de la semilla, provocando la sobre expresién de acuaporinas (mismas que fungen
de manera natural como canales de difusiéon de agua), induciendo al mismo tiempo
una alta acumulacion de ROS (H202 y O2*). Esto es especialmente importante ya
que se hipotetiza que la presencia de las ROS es importante en una justa medida
para que la germinacion se lleve a cabo. No obstante, la presencia excesiva puede
llegar a afectar este proceso.

De esta forma se piensa que la baja presencia de iones Ag* en el medio, no es lo
suficientemente elevada como para alterar de forma negativa el proceso
germinativo. Esto puede constatarse en los niveles de fenoles totales, pues casi no
cambiaron respecto al control, asi como los flavonoides. De igual manera, la
actividad estabilizadora del radical DPPH fue similar al control. (BedloviCova et al.,
2020) menciona que la presencia de NP de plata, puede llegar alterar la
determinacién de actividad antioxidante en algunos casos por lo que, el analisis
realizado por ABTS puede diferir en la tendencia observada anteriormente,
adicionalmente, el analisis ABTS esta basado en un mecanismo de intercambio de
electrones SAT (Single Atom transfer, por sus siglas en inglés) y no necesariamente
presenta una coincidencia con el método DPPH.

Finalmente, se sefiala que ambos tratamientos tienen un efecto sobre la capacidad
que tiene el germinado de contrarrestar el dafio oxidativo. En un primer escenario,
el tratamiento sin dopaje (TiO2) generd una respuesta inhibitoria en la capacidad de
reducir las ROS, lo que se puede traducir como un aumento de radicales libres. Por
otro lado, el tratamiento con dopaje (Ag-TiO2) propicié la generacién de una
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respuesta dividida, cuando se usan concentraciones de 1y 5 ppm, el efecto parece
aproximarse a una proteccion contra el dafio generado por las ROS, pues tal como
los resultados muestran hay una promocién en su capacidad antioxidante. Sin
embargo, una vez que la concentracién aumenta a 10 y 15 ppm esta capacidad se
ve mermada y en consecuencia se observa un aumento en las ROS, mismo que

genera estrés oxidativo.

Los resultados correspondientes al perfil enzimatico, no se consideran concluyentes
debido a que los niveles reportados de Catalasa y Super Oxido Dismutasa fueron
muy cercanos a cero, lo que indica una pobre activad enzimatica. No obstante, esto
podria deberse a que, en el momento del analisis, probablemente dichas enzimas
hubieran terminado de degradar los principales radicales libres. La actividad SOD
pudo haber de terminado de degradar el radical superéxido (O2°*) a H202 mientras
que la Catalasa presumiblemente pudo haber degradado H202 a moléculas mas
pequenas como H20 (Shah et al., 2021).

En el presente estudio, ninguno de los dos tratamientos, promovié de manera
sustancial los niveles de SOD y CAT, de forma similar, los resultados observados
en la enzima PAL no fueron significativamente distintos respecto al control. Esto es
especialmente interesante, ya que en diversos estudios se ha reportado que el uso
de TiO2 nanoparticulado como agente promotor de crecimiento ha demostrado tener

una injerencia directa en enzimas regularas de estrés oxidativo.

9. CONCLUSIONES.

Los parametros afectados por ambos tratamientos, parecen guardar una
dependencia con el tamano de la nanoparticula, el cual ronda los 20 nm para el TiO2
y 14 nm para Ag-TiO2, asi como con el tiempo de exposicion y de la especie
empleada en este ensayo, ya que la composicion de la testa puede llegar a jugar un
papel importante en la forma que las NPs interactian con las semillas.

El tamafio de las NP empleadas es de suma importancia, ya que entre mas

pequenas sean, mayor penetracion habra propiciando una mejor movilizacion en la
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planta; en cambio si el tamafo de la particula es de mayor tamano podrian quedar
atrapadas en las raices. Esto afectaria el crecimiento y actividad fotosintética,
desembocando en efectos negativos sobre la morfologia

El uso de TiO2 también gener6 cambios morfolégicos significativos respecto a
aquellos germinados que no fueron tratados. En el caso del tamafo de las hojas,
las concentraciones de 1 y 15 ppm afectaron de manera significativa el desarrollo
de las hojas, haciéndolas mas pequefias que el control. Por otro lado, la promocién
de crecimiento fue discreto en general cuando se uso la concentracion de 5 ppm.
Es l6gico pensar que el tamafo de las hojas, pudo haber influir en la capacidad que
tiene la plantula de captar luz solar y en consecuencia reflejarse en la pigmentacion

de las hojas.

10. PERSPECTIVAS.

La presencia de NPs como agentes promotores de crecimiento en organismos como
las plantas, generan distintos efectos dependientes de las concentraciones
empleadas, asi como varias caracteristicas propias de cada nanoparticula, por

mencionar algunas.

Por lo que para tener un mejor conocimiento de como el uso de estos materiales
esta afectando el crecimiento de las plantas, asi como los procesos germinativos,
se propone realizar estudios histoldgicos con los cuales constatar la presencia y
traslocaciéon de las NPs en el organismo. Asi mismo, aumentar el rango de
concentraciones con la final de observar como cambian los efectos a medida que
estas aumentan en un intervalo amplio. Por otro lado, existen metodologias que
llamaron mi atencion al estar realizando esta investigacion y que podrian brindar
informacioén importante acerca de cémo los radicales libres afectan el desarrollo
germinativo. Por ejemplo, la Resonancia Electrénica de Spin e imagenologia
fluorescente, estos analisis brindan informaciéon valiosa sobre la aparicion y

localizacion de especies reactivas de oxigeno como H202 y O2*.
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Finalmente, es importante contar con un ambiente que propicie el correcto
desarrollo germinativo, asi como el crecimiento, de tal forma se sugiere continuar

mejorando la metodologia empleada para dicho proceso.
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12. ANEXOS

Fotografias de crecimiento TiO,

Germinados de Alfalfa con 9 dias de crecimiento tratados con TiOa.
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Fotografias de crecimiento Ag-TiO,.

Germinados de Alfalfa con 9 dias de crecimiento tratados con Ag-TiO2.
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Medicion de Radicula y hojas.

Metodologia para medir parametros de longitud radicular y de hoja en germinados de alfalfa
de 9 dias de crecimiento.
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Tratamientos de TiO.y Ag-TiOz
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