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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Nanoparticulas de Silicio para incrementar los compuestos bioactivos y mejorar la| 75,000
tolerancia a estrés en Hortalizas

2.- Introduccidén

Hoy en dia, el uso de nanoparticulas (NPs) en la agricultura es cada vez mas promisorio. Si bien faltan datos acerca
de la evaluacion de su toxicidad (Anarayanan et al., 2013), existen cada vez mas estudios que presentan resultados
satisfactorios en los cultivos. Una de las ventajas de las NPs es que pueden ser mas toxicas y/o beneficiosas en
comparacion a los materiales a granel. Esto es debido a que tienen la capacidad potencial de pasar la membrana
celular de la planta debido a su pequefio tamafo (hasta 100 nm) (Adhikari et al, 2013). Algunos trabajos de
investigacion han demostrado que las NPs Cu por ejemplo, se depositan en las células de la raiz y hoja, y otros tejidos
de la planta (Shi et al., 2014). Estas NPs también incrementan la actividad de algunas enzimas como catalasa (CAT)
(Trujillo-Reyes et al., 2014). En plantulas de soya y garbanzo se obtuvo mayor crecimiento con 100 y 60 ppm de NPs
Cu (Adhikari et al., 2012). Ademas, al aplicar NPs Cu en tomate se afectaron positivamente las caracteristicas
agrondmicas, la actividad de catalasa y el contenido de licopeno en fruto, entre otras (Hernandez-Hernandez et al.,
2017; Juarez-Maldonado et al., 2016). Ademas, se demostrd que la aplicacion foliar de NPs Cu indujo una mayor
acumulacion de compuestos bioactivos en tomate (fencles, B-caroteno, vitamina C), ademas de que los mantuvo por
mas tiempo incluso cuando las plantas se desarrollaron en condiciones de estrés salino (Hernandez-Fuentes et al,,
2017). En el cultivo de chile jalapefio la aplicacion de NPs Cu también incrementd el contenido de compuestos
bioactivos en los frutos (flavonoides, fenoles, capsaicina) asi como la actividad antioxidante (Pinedo-Guerrero et al.,
2017).

Estos resultados demuestran que el uso de nanoparticulas en los cultivos presenta diferentes beneficios que pueden
impactar en el desarrollo de la agricultura. Sin embargo, aun se desconocen los efectos de otras nanoparticulas no
metalicas. Por ejemplo, las NPs SiO, han sido reportadas como promotoras de la actividad enzimatica SOD y acido
indolacético (IAA) en algodon. Ademas se demostré que se encuentran presentes en la savia del xilema y raiz, y son
transportadas hacia los brotes (Nhan-Le et al., 2014). En arroz se observaron resultados similares con 40 y 5 ppm de
NPs de silicio (Adhikari et al., 2013). Sin embargo, mas allé de estas concentraciones se inhibe el crecimiento debido a
la acumulacién y captacion de las NPs en las raices. El silicio, es un elemento benéfico para las plantas, y genera
cambios favorables en estas. Se ha demostrado que la aplicacién de silicio es benéfica para tolerar estrés abidtico en
plantas de tomate, especificamente estrés por deficiencia de agua (Cao et al., 2017). Ademas, esta bien documentada
la participacion del silicio en la tolerancia al estrés por patégenos (Wang et al., 2017). La aplicacion de este elemento
genera cambios en las estructuras celulares de las plantas, cambios bioquimicos relacionados con enzimas y
antioxidantes que pueden funcionar como compuestos de defensa, y en ultima instancia cambios a nivel molecular que
le confieren a las plantas la capacidad tolerancia contra patogenos (Wang et al., 2017). Considerando las ventajas del
uso de NPs, entonces es posible esperar que el silicio en forma de NPs genere més y mejores efectos en las plantas
debido a que puede ser mas facilmente absorbido y transportado.

Objetivos
OBJETIVO GENERAL

Conocer las respuestas fisiolégicas, morfologicas y bioquimicas relacionadas a la induccién de compuestos bioactivos
en los frutos y a la tolerancia a diversos tipos de estrés originadas por la aplicacion de Nanoparticulas de Silicio

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar diferentes concentraciones de NPs-Si en hortalizas para evaluar sus respuestas

o Inducir diversos tipos de estrés bidtico y abidtico en hortalizas para determinar si la aplicacion de NPs Si
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generan efectos positivos

 Evaluar la induccion de compuestos bioactivos en los frutos originada por la aplicacion de NPs-Si

Hipotesis

La aplicacién de NPs Si incrementara la concentracién de compuestos bioactivos en los frutos, ademas inducira
cambios morfologicos y bioquimicos que se traduciran en tolerancia a diversos tipos de estrés bittico y abidtico en
hortalizas

3.-Revisién de Literatura

Nanotecnologia

La nanotecnologia es un término genérico y en evolucién que comprende el desarrollo de muchos productos vy
procesos, con la caracteristica comun de la escala nanométrica. Esta escala va desde 1 nm hasta los 100 nm. Para
gue una particula pertenezca a esta escala debe tener dimensiones nanométricas en mas de una de sus dimensiones
(Nowack y Bucheli, 2007). La nanotecnologia se presenta como una nueva area de investigacion que permite estudiar
fendmenos que ocurren a nivel atémico y molecular, su importancia radica en el mundo nanometrico ya que los
materiales pueden adquirir o realizar propiedades diferentes a las que se tienen a escala macroscopica (Mendoza y
Rodriguez, 2007). La rapida evolucion y crecimiento de la nanotecnologia se ha convertido en una pieza clave para el
fomento de la innovacién competitiva, la aparicion de nuevos negocios y perspectivas de progreso para muchos
sistemas economicos. Representan una revolucion de dispositivos con precision atomica, a traves del tratamiento de
atomos y moléculas, teniendo aplicaciones en medicina y diversos tipos de industria como la automocion, textil y
alimentaria entre otras (Avalos et al., 2013). En la actualidad, el inventario de productos para el consumo indica que
hay 1814 productos que contienen nanomateriales (Vance et al, 2015). La aplicacion de la nanotecnologia en los
sectores agricola y alimentario es relativamente reciente en comparacion con su uso en la administracion de farmacos
y en los productos farmacéuticos (Garcia et al., 2010). Al igual que en otros sectores, la nanotecnologia promete
revolucionar toda la cadena alimentaria, desde la produccion hasta el procesamiento y almacenamiento de hortalizas y
otros productos (Lili et al., 2011). Estas aplicaciones se estan estudiando, desarrollando e incluso utilizando en las
diferentes etapas de la cadena de produccion de alimentos, desde la agricultura, el procesamiento y embalaje de
alimentos, los proveedores/minoristas y por ultimo los consumidores (Berekaa, 2015).

Nanoparticulas

Las Nanoparticulas poseen dimensiones nanométricas en sus tres dimensiones, mientras que los términos material
nanoestructurado y nanomaterial son mas generales y se aplican a materiales cuya fabricacion, o cuyas dimensiones
sean controladas a nivel nanométrico. Hay tres tipos de Nanoparticulas: las naturales, como las que se producen en
erupciones volcanicas; las incidentales, como las emisiones de la combustion en motores; y las fabricadas, generadas
a proposito con una finalidad (Medina et al, 2015). Por lo que su diversidad es muy extensa. Estas pueden ser
fabricadas a través de dos métodos principales; “top-down” moliendo materiales a granel o “bottom-up” mediante la
sintesis quimica o auto-ensamblaje de compuestos mas pequefios (Forough y Farhadi, 2010; Pal et al., 2011). El
interés de esta tecnologia radica en el hecho de que su pequefio tamafio aporta propiedades fisicas y quimicas que
difieren significativamente de las que presenta el mismo material a mayor escala. Por esta capacidad ventajosa que
les otorga este distinto comportamiento, las NPs pueden formar parte de la composicion de productos y aportarles
nuevas propiedades. Sin embargo, esta diferencia de comportamiento puede igualmente inducir riesgos potenciales
(Maurer-Jones et al., 2013). Los NMs inorganicos constan de metales, principalmente NPs de metales oxidados cuya
aplicacién mayoritaria consiste en el desarrollo de envasado de alimentos. Entre los metales mas usados encontramos
las NPs de plata, hierro, calcio y magnesio, selenio, didxido de silicio y dioxido de titanio (Weir et al., 2012).

Efectos del Silicio

El silicio es el segundo elemento mas abundante en la tierra después del oxigeno, y representa hasta un 70 % de la
masa del suelo. Este elemento no se considera como esencial para las plantas, sin embargo, es considerado como
benéfico para el crecimiento y produccion de los cultivos. Se ha demostrado que este elemento puede ser acumulado
en las paredes celulares de las plantas, ademas de activar seflales que en Ultima instancia producen tolerancia a
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diferentes tipos de estrés. Por ejemplo, se puede mejorar la tolerancia a hongos, bacterias, € incluso a insectos plaga
que afectan a los cultivos. Esto derivado de cambios que pueden reforzar las estructuras celulares, activacion del
sistema de defensa, produccion de compuestos antimicrobianos, asi como la activacion de la expresion de genes
relacionados al sistema de defensa. Los cambios estructurales incluyen generacion de ceras, cuticulas, cambios en
las paredes celulares como aumento de grosor. Entre los cambios bioquimicos se incluyen activacion de enzimas,
produccion de compuestos antimicrobianos, o la regulacion de los sistemas y vias de sefializacion celular.

4.- Procedimiento Experimental

El presente trabajo se llevara a cabo en la Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro, en Buenavista, Saltillo,
Coahuila, México. Se utilizara como material experimental plantas de pepino (Cucumis sativus L.) hibrido “Vitaly”. El
cultivo es de habito de crecimiento indeterminado. Seran establecidas en un invernadero del Departamento de
Horticultura en macetas de 4 L, con sustrato peat mos y perlita, proporcion 1:1.

El experimento se desarrollara en tres etapas: Etapa |. En esta etapa se determinaran las dosis de nanoparticulas de
silicio que den mejores resultados en el contenido de biocompuestos y actividad de enzimas. Ademas se evaluaran
las variables agronoémicas como altura de la planta, diametro del tallo, numero de racimos por planta, peso fresco de
frutos, y finalmente peso fresco y seco de las plantas para conocer el efecto sobre el crecimiento y desarrollo. Se
evaluaran tres dosis de NPs-Si (100, 200 y 400 mg/L) aplicados foliarmente. Se incluiran un testigo absoluto y las
mismas dosis en forma idnica usanda silicato de potasio como fuente de silicio.

En la Etapa Il se evaluaran nuevamente las dosis de NPs-Si bajo una condicidon de estrés salino. Para esto se aplicara
NaCl en la solucién nutritiva cada vez que esta sea preparada (200 mM de NaCl). En esta etapa nuevamente se
evaluaran variables bioquimicas, fisiologicas y agronémicas con el fin de verificar si las NPs-Si inducen tolerancia al
estrés salino.

En la Etapa lll se evaluaran las dosis de NPs-Si bajo una condicion de estrés biotico, originado por un hongo
fitopatdgeno (cenicilla o mildiu, dependiendo de la disponibilidad de las cepas). En esta etapa ademas de evaluar las
variables bioguimicas, fisiologicas y agronémicas, se evaluara en indice de severidad e incidencia del patdgeno. Con
esto se podra verificar si las NPs-Si inducen tolerancia al estrés originado por el patogeno evaluado.

En las tres etapas se determinara la morfologia (altura, diametro de tallo, nimero de hojas), biomasa fresca y seca, y
la micromorfologia epidérmica (frecuencia estomatica e indice estomatico abaxial y adaxial) a los 10, 20 y 40 dias
después del trasplante (ddt). Adicionalmente el contenido de los minerales sera determinado usando un ICP-plasma.
Las plantas seran colectadas y seran secadas en horno de secado durante 48 horas a una temperatura de 80 T
Luego de esto seran molidas y sometidas a digestion acida para detectar la presencia de los elementos minerales en
las plantas tratadas.

Ademas se medira en las hojas la acumulacion de fenoles, capacidad antioxidante (ABTS y DPPH), vitamina C. Seran
determinados utilizando técnicas colorimétricas y HPLC en muestras colectadas de los frutos del tercer corte. Las
muestras seran colocadas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80 °C en ultracongelador. La actividad enzimatica de
catalasa (CAT) sera cuantificada con un método espectrofotométrico (Ramos et al, 2010). La cuantificacién de
proteinas por el método de Bradford (1976). Para la enzima superoxido dismutasa (SOD) la extraccién se efectuara
por el método establecido por Ramos et al. (2010), y la actividad enzimatica se determinara mediante el kit de Sigma-
Aldrich 19160. La enzima Glutation peroxidasa (GPX) se medira utilizando el método modificado por Flohe y Gunzler
(1984) usando H,0, como sustrato.

Para determinar la calidad nutricional de los frutos de pepino se utilizaran muestras de los frutos colectados. Se
determinara el indice refractométrico, el pH, el contenido de vitamina C, y carotenoides. También se mediran el
diametro y largo de frutos, y peso promedio de frutos para determinar el rendimiento.

Para el andlisis estadistico se realizara un ANOVA y comparacion de medias, LSD Fisher (P<0.05), en el programa
estadistico INFOSTAT.
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Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar ETFE TR A M I 1d A 18 S O WD
Desarrollo experimental X | X X | K X | X
Aplicacion de NPs X | X | X XX
Evaluacion de tratamientos K1l X | X
Determinaciones en Laboratorio X X (X
Andlisis de datos X | X | X
Redaccion de 1 manuscrito X | X
Cronograma de distribucién de presupuesto para el 2018.
Actividad por realizar E UE -l 1A Wl Tdd A sl gl LB
Insumos para desarrollo experimental X | X
Insumos para determinaciones en Laboratorio X | X
Duracion total del proyecto
[Afio de Inicio | 2018 | Afio estimado de conclusién | 2020 |

5.-Productos Esperados

e 1 Tesis de Doctorado en Ciencias en Agricultura Protegida
e 1 Tesis de Maestria en Ciencias en Horticultura

e 1 Articulo publicado en revista indizada

e 2 Articulos enviados a revistas indizadas

e 2 Tesis de Licenciatura
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