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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la aplicacion de nanoparticulas
metélicas de 6xido de zinc (NPs ZnO) y sulfato de zinc (ZnSOa4) en plantas de
cilantro (Coriandrum sativum), bajo condiciones controladas en un invernadero. Los
fertilizantes (ZnSO4 y NPs ZnO) se prepararon a concentraciones de 100, 200, 300
y 400 mg de Zn/kg de suelo. La cosecha se realizé a los 59 dias después de la
siembra, donde se retiraron diez plantas/tratamiento, las cuales fueron utilizadas
para la cuantificacion de Zn en tejido vegetal, y para la determinacion de pigmentos
fotosintéticos y analisis bioquimicos (H202, MDA y enzimas antioxidantes). La mayor
concentracion de Zn se encontré en las raices y en los brotes de las plantas tratadas
con ZnSOg, lo cual se debe, a una mayor absorcion de Zn por las raices de las
plantas a partir de esta fuente, como cation libre (Zn**). De acuerdo con los
resultados, el suelo modificado con ZnSO4 y NPs ZnO a una concentracion de 200
a 300 mg/kg permiti6 una mayor acumulacion de pigmentos fotosintéticos en las
hojas. Para el caso del contenido de carotenoides la mayor acumulacion se encontré
en una concentracion de 100 mg/kg en las dos fuentes respectivamente de Zn;
ZnS0O4 y NPs ZnO. Sin embargo, el ZnSO4 en todas las concentraciones generé
una mayor acumulacion de peroxido de hidrogeno (H202), lo que resulté en una

mayor actividad de enzimas antioxidantes.

Palabras clave: pigmentos fotosintéticos, enzimas antioxidantes, toxicidad,

absorcion, nanofertilizantes.



1. INTRODUCCION

La aplicacion de la nanotecnologia en la agricultura, comenzé con la idea de que
las tecnologias agricolas convencionales no podian ser capaces de lograr una
productividad mas elevada, ni restaurar los ecosistemas dafiados por las técnicas
existentes, debido a que los efectos a largo plazo de la agricultura con semillas
mejoradas genéticamente, en conjunto con el riego, fertilizantes y pesticidas se han
cuestionado (Muckhopadhyay, 2014). La agricultura suele ser un sector donde

nuevas tecnologias se aplican para mejorar el rendimiento de los cultivos.

La aplicacion de la nanotecnologia y el desarrollo de nuevos nanodispositivos y
nanomateriales tiene un amplio potencial en la agricultura y en la biotecnologia
(Srilatha, 2011). La nanoagricultura como su nombre lo dice, se refiere a la
aplicacion de particulas con tamafio nano en los sistemas de produccion agricola,
puesto que estas particulas ofrecen grandes beneficios para los cultivos. Ademas,
con la intervencion de la nanotecnologia en la agricultura, se tiene grandes
expectativas por ejemplo: para mejorar la eficiencia del uso de los nutrientes a
través de nanoformulaciones de fertilizantes, el manejo y control de plagas, el
desarrollo de pesticidas e insecticidas comerciales de nueva generacion
disminuyendo asi la cantidad de producto a aplicar al suelo o al follaje, en dosis
significativamente menores que las que se utilizan de manera convencional, de esta

manera se busca proteger el agroecosistema (Xue et al., 2014).

Las NPs de 6xido de zinc (NPs ZnO) se estan utilizando como fertilizantes aplicados
para mejorar el rendimiento y la productividad de cultivos, también, se utilizan como
antimicrobiales para el control de enfermedades de plantas, como promotores de
germinacion y crecimiento vegetal, asi como nanofertilizantes (Liu y Lal, 2015). Por
lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de NPs ZnO y ZnSOa4
en parametros fisiologicos y bioquimicos en plantas de cilantro (Coriandrum
sativum) cultivadas en suelo modificado con los compuestos de Zn a 100, 200, 300

y 400 mg de Zn/kg de suelo.



Objetivo general

Determinar el impacto de NPs ZnO y ZnSOs aplicadas al suelo, en pardmetros
fisiolégicos (concentracion de clorofila), acumulacion de peroxido de hidrogeno y
actividad de enzimas antioxidantes en tejido vegetal de plantas de cilantro

(Coriandrum sativum).

Hipotesis

La aplicacion de NPs ZnO y ZnSOa4 en suelo, tiene un impacto en parametros
fisioldgicos (concentracion de clorofila), acumulacién de peréxido de hidrégeno y
actividad de enzimas antioxidantes en tejido vegetal de plantas de cilantro

(Coriandrum sativum).

La aplicacion de NPs ZnO y ZnSOa en suelo, no impacta los parametros fisiologicos
(concentracion de clorofila), acumulacion de peroxido de hidrégeno, ni la actividad
de enzimas antioxidantes en tejido vegetal de plantas de cilantro (Coriandrum

sativum).



2. REVISION DE LITERATURA

Aplicacion del zinc (Zn)

Segun las investigaciones de la FAO a escala global, mas del 30% de los suelos
agricolas tienen deficiencia de Zn (Sillanpaa, 1982). Esto demuestra que la
aplicacion de fertilizante de Zn merece atencion. La captacion de Zn por los cultivos
suele ser inferior a 0.5 kg/ha/temporada. En la practica, la deficiencia de Zn es facil
de correlacionar por pulverizacion o por aplicacion en el suelo con fertilizantes que
contienen Zn. Cakmak et al. (1996) informaron que en ensayos de campo con tasas
de 23 kg Zn/ha el rendimiento de grano de trigo en promedio aument6 en un 43%.
El ZnSOa es el fertilizante mas utilizado en gran parte debido a su alta solubilidad.
En general, se recomienda que en suelos arenosos acidos es mas preferible rociar

al cultivo una fuente de Zn menos soluble porque el ZnSO4 se lixivia muy facilmente.

Las mismas aplicaciones para suelos alcalinos que fijan Zn muy fuertemente, en
estas condiciones a menudo se utiliza guelatos de Zn.
Randhawa et al. (1978) sostienen que muchas areas de cultivo de arroz son
deficientes en la aplicacion de Zn y por lo tanto requieren Zn. Se recomiendan tasas
de 50 a 100 kg Zn/ha en forma de ZnSOa. La aplicacion de Zn junto con el yeso a

menudo ha demostrado ser especialmente beneficiosa (Takkar y Singh, 1978).

El Zn en suelo

La concentracion promedio de Zn en suelos no contaminados esta en el rango de
17 a 160 pg Zn/g de suelo (Reed y Martens, 1996). La mayor parte esta presente
en la estructura reticular de los minerales primarios y secundarios (Huang, 1989).
El radio del Zn** es muy similar al de Fe**y Mg**. Por lo tanto, el Zn** puede sustituir
estos iones por reemplazo isomorfo en estructuras minerales, en particular en los

minerales ferromagnesios, anfiboles (augita, hornblenda) y biotita. La aparicion de

3



Zn en estos minerales constituye la mayor parte de Zn en muchos suelos. Ademas,
el Zn forma una serie de sales que incluyen ZnS, esfalerita (ZnFe) S, zincita ZnO y
smithsonita ZnCOs. Sin embargo, aparte de la ZnS, que puede estar presente en
condiciones reductoras, la mayoria de estas sales son demasiado solubles para
persistir en los suelos durante cualquier periodo de tiempo (Lindsay, 1972). Los dos
Zn-silicatos ZnSiOsz, y ZnzSiOa4, (willemite) también estan presentes en algunos

suelos.

El Zn se disuelve en la solucion del suelo en forma i6nica o compleja y se puede
encontrar en sitios de intercambio de minerales arcillosos y materia organica o se
puede adsorber en superficies sélidas como Zn**, ZnOH* o ZnClI*. La concentracién
de Zn en la solucién del suelo es muy baja y estd en el rango de 3 x 10°a 5 x 10
3mol (Barber, 1984). La solubilidad de Zn es altamente dependiente del pH del suelo
y es muy baja a un pH alto del suelo. Es particularmente bajo cuando el CaCOs esta
presente debido a la adsorcidn especifica de Zn** y la oclusién por carbonatos. La
afinidad de adsorcion a los carbonatos disminuye secuencialmente, lo que indica la
afinidad mas alta de Zn a Mg en relacién con los carbonatos de Ca (Donnery Lynn,
1989).

La adsorcion y oclusion de Zn por los carbonatos son las principales causas de la
escasa disponibilidad de Zn y la aparicién de la deficiencia de Zn en los suelos
calcareos. El Zn interactla con la materia organica del suelo y se forman complejos
organicos tanto solubles como insolubles de Zn. Segun Hodgson et al. (1966), en
promedio, el 60% del Zn soluble en el suelo se produce en solubles complejos de
Zn organicos. El nivel de Zn en los suelos estda muy relacionado con el material
original. Los suelos que se originan a partir de rocas igneas basicas tienen un alto
contenido de Zn. En contraste, los suelos derivados de materiales parentales mas
siliceos son particularmente bajos. Ocasionalmente, pueden ocurrir niveles muy
altos de Zn en suelos que han sido afectados por desechos y lodos (Juste y Mench,
2017).



El Zn en la nutricion de cultivos

En la mayoria de los suelos, el contenido total de Zn supera con creces el requisito
de cultivo y, sin embargo, la disponibilidad de este micronutriente es el factor
limitante. El Zn esta presente en los minerales primarios y secundarios y puede
liberarse por la intemperie en pequeinas cantidades. Se adsorbe en forma de Zn**,
ZnOH* y ZnCI* a minerales de arcilla, carbonatos y materia organica. La adsorcion
puede ser no especifica y en este caso la disponibilidad es alta, mientras que la
adsorcién especifica provocada principalmente por los carbonatos es mas fuerte vy,

por lo tanto, hace que el Zn esté menos disponible.

El Zn también puede estar ocluido por carbonatos y 6xidos de Fe/Al y, por lo tanto,
no esté disponible para las raices de las plantas. Una proporcion importante de Zn
en los suelos esta unida a moléculas organicas y esta union incluye principalmente
la complejacion de Zn debido a su afinidad. Ademas, algunos de estos compuestos
estan potencialmente disponibles para la planta ya que el Zn se equilibra con los

iones Zn en la solucién.

La deficiencia de Zn se produce principalmente en suelos con pH alto,
especialmente en suelos ricos en carbonatos (Cakmak et al., 1996). Tanaka y
Yoshida (1970), al examinar las areas de cultivo de arroz més importantes de Asia,
encontraron que la deficiencia de Zn del arroz solo ocurre en suelos con pH alto y
en particular en suelos calcareos de pH alto. La movilidad del Zn en los suelos es
importante en relacion con la disponibilidad de Zn, ya que las concentraciones de
Zn en la solucion del suelo son muy bajas. Los resultados de Elgawhary (1970)
mostraron que el 90.5% del Zn total requerido por las plantas se mueve hacia las

raices por difusion.

Como las especies de plantas difieren en sus requerimientos de Zn, Lindsay (1972)
sugirié que este puede ser un factor que explica las diferencias en la sensibilidad a

la deficiencia de Zn para plantas que crecen en ambientes idénticos. Los factores



que limitan la velocidad de difusion de Zn a las raices de las plantas también debe
reducir la disponibilidad de Zn. Esta es probablemente la razon més importante por
la cual la deficiencia de Zn ocurre a menudo en suelos compactados o donde el
crecimiento de la raiz se restringe como en un contenedor de plantas cultivadas. La
difusién de Zn en los suelos también depende mucho de la humedad del suelo y
esta puede ser la razon por la cual, con frecuencia, la deficiencia de Zn ocurre en

areas aridas y semiaridas (Cakmak et al., 1996).

De acuerdo con Lucas y Knezek (1972), los suelos organicos y los suelos himedos
pueden contener contenidos absolutamente bajos de Zn vy, por lo tanto, en dichos
suelos las plantas pueden sufrir deficiencia de Zn. En la practica, se sabe que los
altos niveles de fosfato en el suelo reducen la disponibilidad de Zn, lo cual puede
ocurrir por la formacion de fosfato de Zn3(POas), lo cual induce a niveles de
deficiencia. Las especies o cultivares eficientes de Zn responden al estrés mediante
la liberacion de sideréforos que pueden movilizar al Zn de los complejos del suelo y
asi ponerlo a disposicion de las raices. El trigo y la cebada también liberan a los
fitosideroforos de sus raices cuando el suministro de Zn es inadecuado (Chang et
al., 1998). El problema necesita mas investigacion, ya que no existe una relacion
clara entre la liberacién de fitosideréforos y la posibilidad de que todos los genotipos
de trigo se conviertan en deficiencia de Zn (Erenoglu et al., 1996).

Debido a la baja movilidad de Zn en el suelo, las micorrizas pueden aumentar
sustancialmente la absorcion de Zn como la de fosfato por parte de las plantas
(Kothari et al., 1991). Esta forma de adquisicion puede ser de particular importancia
para asegurar un suministro adecuado de Zn en suelos de alto pH. La aplicacién de
fertilizantes con fosfato generalmente disminuye la actividad de micorrizas, de modo
que en suelos con un suministro deficiente de Zn, este tratamiento puede inducir

deficiencia de Zn (Martens y Westermann, 1991).



Nanotecnologia en la agricultura

Para contrarrestar la baja eficiencia de los fertilizantes comunes en los sistemas de
produccion, en la ultima década, el uso de nanomateriales en practicas agricolas
como nanofertilizantes y los nanoplaguicidas ha ganado mucha atencion. El
desarrollo y la aplicacion de fertilizantes como nanoparticulas (NPs) son una de las
opciones mas efectivas para una mejora considerable del rendimiento agricola. Las
nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs ZnO) y oxido de cobre (NPs Cu) se consideran
un material bioseguro para las especies bioldgicas. Estudios anteriores han
demostrado efectos positivos de las NPs ZnO durante la germinacion de semillas y
el crecimiento de las plantas, asi como la mejora en el rendimiento y la calidad de
los frutos (Rossi et al., 2018). Sin embargo, en la literatura actual existe controversia
ya que se han reportado efectos positivos y/o negativos sobre el crecimiento y el
metabolismo de las plantas en diferentes estados fenolégicos (L6pez-Moreno et al.,
2010).

La agricultura tradicional ha utilizado fertilizantes convencionales o quelatos de
EDTA-Zn para aplicaciones foliares y dirigidas al suelo, sin embargo, la eficacia es
baja, debido a que son lixiviados, degradados por fotdlisis, hidrdlisis y
descomposicion (Fageria et al., 2009). Por lo tanto, la absorcion de los nutrimentos
por las plantas parece estar determinada por la fuente de micronutrientes, para
afrontar este problema se requiere reducir las pérdidas de nutrientes en la
fertilizacion y mejorar el rendimiento del cultivo con el uso de nuevas técnicas y sus

aplicaciones en mejoras a la fertilizacion.

La nanotecnologia, con el uso de NPs esta proporcionando avances en las
estrategias de nutricién de las plantas (Liu y Lal, 2015). Las principales ventajas de
los fertilizantes a escala nanométrica (1-100 nm) son los puntos de impacto debido
a su pequefio tamafio, que podrian mejorar la interaccion y la captacion de
micronutrientes en la fertilizacion de cultivos (Desai et al., 2015). Las aplicaciones
foliares con nanofertilizantes han demostrado ser convenientes porque pueden

suministrar nutrimentos a las plantas de manera gradual y mas controlada que los



fertilizantes convencionales (Prasad et al., 2012). Otra ventaja de usar
nanofertilizantes es que la aplicacion se puede hacer en cantidades mas pequefas
que los fertilizantes convencionales (Davarpanah et al., 2016).

Elimpacto de las NPs ZnO se ha evaluado en diversos cultivos. Un estudio realizado
por Rossi et al. (2018) demostré que la aplicacion foliar de NPs ZnO influyo
positivamente en el crecimiento y la fisiologia de plantas de café (Coffea arabica L.),
con efectos mas favorables que las sales de Zn (ZnSQOa), principalmente debido a
su mayor capacidad para penetrar en la hoja. Otra investigacion realizada en
arboles de granada (Punica granatum cv. Ardestani) mostré que la fertilizacion foliar
con cantidades relativamente bajas de nanofertilizantes de Zn y B incremento el
rendimiento y la calidad de los frutos, incluyendo aumentos en los azucares del jugo
e incrementos en el indice de madurez (Davarpanah et al., 2016).

Los efectos de las NPs en las plantas son el resultado del hecho de que los
materiales aplicados como nanofertilizantes cambian sus caracteristicas fisicas,
quimicas y biolégicas, asi como sus propiedades cataliticas, que, a su vez, afectan
las actividades quimicas que pueden inducir estrés oxidativo y toxicidad en plantas,
junto con la estimulacién de los sistemas antioxidantes (Qados, 2015). Un estudio
reciente concluyé que la nanotoxicidad depende tanto de la composicién y

concentracion de las NPs, asi como la especie evaluada (Figura 1) (Nhan et al.,
2015).
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Figura 1. Categorizacion de los distintos mecanismos de toxicidad que pueden
generar las NPs (Karl-Josef y Simone, 2011).



Las NPs ZnO mejoraron la germinacion, los pigmentos, el azucar y los contenidos
de proteinas con un aumento de las actividades de las enzimas antioxidantes en
diversos cultivos de vegetales (Singh et al., 2013). Las NPs ZnO tienen un efecto
significativo en la epidermis de la raiz y la corteza de Lolium perenne con la
internalizacion de las NPs en los tejidos endodérmicos y vasculares (Lin y Xing,
2008). Ademas, las NPs ZnO poseen actividad antimicrobiana contra muchos
organismos patdégenos como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Campylobacter jejuni (Xie et al.,, 2011). EI aumento en el rendimiento esta
directamente relacionado con la disminucion en el nimero de microorganismos
patégenos y también con el valor nutrimental del tipo de NPs, principalmente de

micronutrientes esenciales para la planta, como el Zn y Cu (Servin et al., 2015).

Kopittke et al. (2011) evaluaron el efecto de las NPs ZnO en plantas de Phaseolus
vulgaris y encontraron que entre el 65-85% del zinc se regulaba como un complejo
de zinc-fitato. Los iones de Zn** activan la enzima fitasa, que puede estar unida al
acido fitico para generar fitato de Zn. El acido fitico es altamente inestable y, por lo
tanto, se estabiliza en forma de una sal metélica. En este caso, los iones de Zn libres
se unen al acido fitico a través del oxigeno que da como resultado complejo de zinc-
fitato. Considerando, que solo una fraccién del Zn disuelto esta biodisponible y
puede ser absorbido y translocado en las diferentes partes de las plantas, la
solubilidad del 6xido de Zn depende del pH, por qué es de naturaleza anfotera y se
disuelve tanto en el acido como en medios alcalinos como se muestra a

continuacion.
Zn0 + 2HCL - ZnCl, + H,0

Zn0 + 2NaOH — Na, ZnO + H,0

La biotransformacion de las NPs puede aumentar la toxicidad o desintoxicar el
sistema dentro de las plantas (Marslin et al., 2017). Dichas transformaciones estan
relacionadas con la reaccién redox, la sulfuracion, la fosforilacion y la modificacion

molecular (Lowry et al., 2012). La sulfuracion de las NPs Ag disminuyd la toxicidad



en E. coli debido a la menor solubilidad del Ag2S, del mismo modo, la formacién de
AgCl a partir de AgNOs en presencia de iones cloruro también tiene el mismo efecto.
Las plantas que son expuestas a NPs pueden absorberlas y translocarlas en

diferentes tejidos.

Captacion y acumulacion de NPs

En el medio ambiente, el transporte de las NPs en las plantas es el factor mas critico
para estimar el impacto de estos materiales en el metabolismo de las plantas. La
captacion de las NPs depende del desplazamiento, el tamafio de particula, la

composicion quimica, la estabilidad y la concentracion (Pérez-de-Luque, 2017).

Una de las propiedades mas importantes que impactan la absorcion de las NPs a
través de las raices y hojas de las plantas, es el tamafio de las particulas. Algunos
estudios han determinado que existe una seleccion de tamafio en la absorcion de
las NPs por parte de las plantas. Los iones y el agua pueden moverse facilmente a
través de canales idnicos y acuaporinas, porque el tamafio de los iones y las
moléculas de agua estan alrededor 0.28 nm, mientras que el tamafio de los poros
de la pared celular fluctia entre 2 y 20 nm (Nair et al., 2010). Por lo tanto, el efecto
de las NPs no solo puede atribuirse a la disolucion del elemento en la superficie de
la raiz o de la hoja, sino también a la captacion de NPs (eficiencia externa) o la
utilizacién de mineral activo de la NPs (eficiencia interna) en las células (Lough y
Lucas, 2006).

Segun Klaine et al. (2008), las caracteristicas superficiales de las NPs también son
importantes por su patrén de agregacion, movimiento en los ecosistemas acuaticos
y terrestres e interacciones con algas, plantas y hongos. Sabo-Attwood et al. (2012)
utilizaron la tecnologia de y-XRF y TEM, y observaron que las NPs Au de 3.5 nm
fueron absorbidas por las raices de plantas de tabaco, pero las NPs de 18 nm
permanecieron aglomeradas en las superficies externas de la raiz. Por su parte,
Taylor et al. (2014) al utilizar TEM encontraron que las NPs Ag de 108 nm no fueron
absorbidas directamente por las raices de Arabidopsis thaliana. Asi mismo,

Slomberg y Schoenfisch (2012) mencionaron que al utilizar TEM observaron que las
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NP SiO2 de 200 nm podian ser absorbidas por las raices de Arabidopsis thaliana,
aunque se observaron menos particulas a medida que aumentaba el tamafio de
particula (14, 50, 200 nm).

La absorcion y acumulacion de las NPs ZnO (8 nm) en plantulas de Glycine max
fueron examinadas por Lopez-Moreno et al. (2010). La captacion de Zn por las
plantulas de soja fue mayor a 500 mg L debido a una menor agregacién, mientras
qgue en concentraciones altas (1000-4000 mg L), se formaron aglomerados de
NPs, lo que dificulté el paso a través de del poro en la pared celular, en
consecuencia, se redujo la absorcién y acumulacion de Zn. En un experimento con
el uso de TEM y u-XRF se evalud la captacion y el transporte dependientes del
tamafo de las NPs TiO2 en plantas de trigo (Triticum aestivum), los resultados de
esta investigacion evidenciaron que las NPs con diametros de 36 nm se acumularon
en las raices y se distribuyeron por todo el tejido de la planta sin disolucion o
transformacion, mientras que las NPs con didmetros en el rango de 36 a 140 nm se
acumularon en la parénquima de la raiz de las plantas de trigo, lo cual no les permito
alcanzar las haces vasculares y por lo tanto no se translocaron a los brotes (Larue
et al., 2012).

Los resultados del estudio de Wang et al. (2013) demostraron que las NPs ZnO no
se translocaron desde la raiz hasta los brotes de la planta de Vigna unguiculata, a
pesar de la gran cantidad de NPs alrededor de la superficie de la raiz. Por lo tanto,
el coeficiente de transferencia de Zn, que es la fraccion de Zn en la hoja en
comparacion con la raiz, fue bastante bajo. La NPs ZnO en el medio ambiente se
adhieren o disuelven rapidamente en las particulas del suelo, esto explica la
ausencia de NPs ZnO en brotes (Scheckel et al., 2010). Las raices de las plantas
tienen una superficie rugosa debido a la presencia de pelos radicales que pueden
segregar mucilago o moléculas pequefias como los acidos organicos, y por lo tanto
la superficie de la raiz generalmente muestra una carga negativa. Estas
caracteristicas hacen que las NPs con una carga superficial positiva sean mas
propensas a ser adsorbidas y se acumulen en la superficie de la raiz (Zhou et al.,
2011).
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A pesar, de que se han realizado investigaciones relacionadas con la absorcion de
las NPs a través de las raices y hojas, todavia es imposible estimar el tamafio idoneo
para la asimilacién de nutrimentos en forma de NPs por la planta. Otro factor a
considerar, es que los tamafios de las NPs en la rizosfera son completamente

diferentes de los originales.

Para que se produzca la captacion y la translocacion, estos materiales deben
atravesar una serie de barreras fisiolégicas desde la superficie hasta los vasos del
xilema, incluida la cuticula de la superficie de la raiz, la epidermis, la corteza, la
endodermis, la banda caspariana y finalmente el transporte hacia arriba hasta los
brotes a través del xilema (Singh et al., 2017). El papel y la composicion de la
cuticula de la superficie de la raiz son similares a los de la cuticula de la superficie
de la hoja. Aun se desconoce silos NPs pueden penetrar en la superficie de la raiz.
Sin embargo, la cuticula esta subdesarrollada en la superficie de los pelos
radiculares y desarrolla puntas radiculares de las raices principales y secundarias,
por lo que las NPs pueden estar directamente en contacto con la epidermis en estas
regiones (Schwab et al., 2016). Al acercarse a la epidermis de la raiz, existen dos
vias basicas para la absorcion de las NPs en las raices de las plantas. La mayoria
de los estudios han propuesto la via apoplastica, en la que las NPs primero penetran
en los poros de la pared celular y luego se difunden en el espacio entre la pared
celular y la membrana plasmatica o pasan a través del espacio intercelular sin cruzar

la membrana celular (Pérez-de-Luque, 2017).

Para entender el transporte de NPs a través del plasmodesma, es importante
entender que los plasmodesmos no son estructuras huecas, la estructura basica de
los plasmodesmos es un canal lineal o ramificado a través de la pared celular,
revestido por la membrana celular. ElI canal contiene una hebra denominada
desmotubulo del reticulo endoplasmatico (ER) que conecta los ER de dos células.
El espacio entre la membrana celular y el desmotubulo en el que se transporta la
mayoria de los solutos, se denomina manga citoplasmica (Roberts y Oparka, 2003).

El desmotubulo y la membrana celular estan conectados por proteinas, que
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subdividen el cilindro citoplasmico en varios microcanales de 3 a 4 nm de diametro
(Lucas y Jung-Youn, 2004; Roberts y Oparka, 2003). Los plasmodesmos, debido al
tamafio de los microcanales tienen un limite de exclusion de tamafio basal (SEL) en
tejidos adultos de 3-4 nm, o 580—-900 Da (Dietz y Herth, 2011; Roberts y Oparka,
2003).

Las moléculas mas grandes que el SEL basal, incluyendo al ARN, proteinas,
factores de transcripcion y virus de plantas, experimentan cambios
conformacionales en el canal plasmodésmico (Roberts y Oparka, 2003). Dada la
incapacidad de la mayoria de las NPs para sufrir cambios conformacionales, esto
significa que los plasmodesmas, en circunstancias normales, no transportan las NPs
con tamafios mayores de 4 a 43 nm (Dietz y Herth, 2011). Solo los solutos mas
pequefios que el SEL basal, como los azlucares, aminoacidos y/o iones se difunden
directamente a través de los microcanales en el plasmodesma. Los plasmodesmos
en células maduras tienen un didmetro de 20 a 40 nm en la region del cuello del
cilindro citoplasmatico y 50 a 60 nm de diametro en el punto medio mas ancho (Lin
et al., 2008).

Sin embargo, recientemente se ha mencionado un cambio en el paradigma del
plasmodesmo rigido a fluido, dinamico y flexible que subraya la flexibilidad del SEL.
La apertura del plasmodesmo puede ser modificada por calcio (Roberts y Oparka,
2003), proteinas o virus (Scholthof, 2005) y estrés ambiental (Dietz y Herth, 2011).
Por ejemplo, todos los virus de las plantas se translocan a través de plasmodesmos,
a través de proteinas de movimiento, estas proteinas dilatan las aberturas de los
plasmodesmas en la region del cuello para permitir el paso de complejos de acidos
nucleicos de proteina virales (Scholthof, 2005). Por los factores antes mencionados
y otros mecanismos, el SEL del plasmodesmo se puede expandir de 30-40 kDa. Las
macromoléculas que poseen un diametro de 10 nm pueden transitar a través de

plasmodemos (Larue et al., 2012).
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Para las NPs, el valor es menor porque a diferencia de las macromoléculas la
mayoria de las NPs no pueden sufrir cambios conformacionales (Dietz y Herth,
2011). Ademas, las NPs en si pueden dilatar las SEL de los plasmodesmos, ya sea
directamente o mediante cambios estructurales inducidos por NPs (Larue et al.,
2012). Por ejemplo, las NPs TiO2rompid los microfilamentos en las raices del trigo,
lo cual permiti6 el transito de NPs de una célula a otra con didmetros superiores a
420 nm (Larue et al., 2012). En la Figura 2, se muestra un esquema que representa
la via de captacion, translocacion y la acumulacién de NPs en la planta; para una
comprension mas detallada se muestra que la hoja y la raiz tienen vias y

mecanismos de absorcion y translocacion de las NPs (Singh et al., 2017).

Entrada por herida Agregacion en epidermis foliar
Aplicacién foliar l l l /

n *e

Entrada a través de la penetracion de la Entrada a través de los estomas.

cuticula

Via simplastica A través de una lesién Particulas del suelo

(B) Aplic'acic'm ala raiz / / = //

NPsZnO —— > # — > 4+ lonzn** — > A ZnPO,

Figura 2. Descripcion general de la via de captacion, translocacién vy
biotransformacion de las NPs ZnO en un sistema vegetal; (A) seccion transversal
de la hoja que muestra la entrada de NPs a través de los estomas, la penetracion
de la cuticula y heridas; (B) corte transversal de la raiz que muestra la entrada de
NPs a través de lesiones o biotransformacion en iones de Zn y siguen vias
apoplasticas y simplasticas (Singh et al., 2017).

La entrada de NPs como resultado de la fuerza motriz de protones y la captacion de

iones de zinc disueltos causa estrés oxidativo dentro de las células y genera
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especies reactivas de oxigeno (ROS). La toxicidad de ROS esta acreditada por su
alta reactividad y propiedades oxidantes, las especies reactivas, incluido el peréxido
de hidrogeno (H202), radicales hidroxidos (OH-) y super oxido (O2) (Yang et al.,
2017). La toxicidad de estas especies incluye el dafio de componentes celulares
como los lipidos, el ADN y las proteinas, como resultado de su incorporacién a la

membrana de la célula.

Las ROS son el producto del metabolismo aerdbico en una planta comdn, que actda
como moléculas de sefializacion (Thannickal y Fanburg 2000), mientras que el
exceso de ROS causaria efectos adversos (estrés oxidativo), que aparecen cuando
el nivel de ROS supera los mecanismos de defensa, y es capaz de representar una
amenaza para las células al inducir dafio en el ADN, oxidacion de proteinas, pérdida
de electrolitos, peroxidacion de lipidos y dafio a la membrana, lo que finalmente

causa la muerte celular (Figura 3) (Meriga et al.,. 2004; Sharma et al., 2012).

| Alteracion de la estructura de la proteina

Disrupcion de la membrana celular E ot

u 3
: S— ¢ Dafio a la mitocondria
Dafio en el ADN
cur

} Fuga de componentes citoplasmaticos

Interrupciondel transporte de electrones a
travésde latransmembrana

Figura 3. Los mecanismos de toxicidad de NPs Zn y Cu a través de la produccion
de ROS.
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Frente al estrés oxidativo causado por la acumulacién de ROS, los sistemas de
defensa antioxidante de las plantas se activan, entre los principales se encuentran
los antioxidantes no enzimaticos, incluidos los tioles, glutation (GSH), compuestos
fendlicos, ascorbato (AA) y componentes enzimaticos como catalasas (CAT),
superéxido dismutasa (SOD), peroxidasa de guaiacol (GPOX), ascorbato
peroxidasas (APX) y peroxidasas (POD) (Singh et al., 2015).

Agentes no enzimaticos del sistema de defensa antioxidante

Los tioles y AA son los antioxidantes de peso molecular significativamente mas bajo.
AA es un antioxidante crucial que puede resistir el estrés oxidativo inducido por el
nivel promovido de la generacion de ROS. Debido a que tiene la capacidad de donar
electrones de AA en diversas reacciones no enzimaticas y enzimaticas, puede
eliminar Oz y OH y regeneran el a-tocoferol a partir del radical tocopheroxyl para

proteger las membranas directamente (Noctor y Foyer, 1998).

El GSH, es uno de los metabolitos fundamentales (un tiol no proteico con bajo peso
molecular) en las plantas, desempefia un papel clave en la defensa antioxidante
intercelular contra el estrés oxidativo inducido por ROS. En tejidos vegetales, el
GSH se encuentra comunmente en todos los compartimentos celulares, incluidos
los cloroplastos, mitocondrias, vacuola, citosol, asi como en los peroxisomas (Foyer
y Noctor, 2003).

Para preservar el estado normal de las células, el GSH desempeiia un papel
esencial para enfrentar el dafio oxidativo inducido por las ROS. Como antioxidante,
GSH actia como donador de protones en los radicales libres organicos y/o en
presencia de ROS, eliminando ROS y reduciendo a una forma de disulfuro, glutation
oxidado (GSSG) (Foyer y Halliwell, 1976).

Los compuestos fendlicos, por poseer propiedades antioxidantes pueden eliminar
las especies ROS, al quelar los iones de los metales en transicion e inhibir la
peroxidacion de lipidos mediante la captura de los polifenoles del alcoxi lipidico (-

OCH3) (Garcia-Lopez et al., 2019). Los carotenoides, en particular son miembros
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de los antioxidantes lipofilicos y pueden desintoxicar muchas formas de ROS
(Young, 1991). Sin embargo, la investigacion de compuestos fendlicos,
carotenoides y tocoferoles en respuesta a la exposicién de NPs es muy escasa.

Antioxidantes enzimaticos del sistema de defensa antioxidante

SOD, es la metaloenzima intracelular mas efectiva, juega un papel fundamental en
el sistema de defensa antioxidante contra el estrés oxidativo al catalizar ROS
altamente toxicos (O2-7) a H202 y O2 que son menos toxicos. Contiene tres isozimas,
incluyendo SOD de hierro (Fe-SOD), SOD de manganeso (Mn-SOD) y SOD de
cobre/zinc (Cu/Zn-SOD) (Fridovich, 1989). Al sobre producirse el H202, ya sea por
el estrés abiodtico o abidtico, la induccion de SOD en el sistema de defensa es capaz

de evitar el estrés oxidativo como la peroxidacion de lipidos.

CAT, desempefia un papel indispensable en la desintoxicacion de ROS bajo estrés
(Garg y Manchanda, 2009). Se encuentra ampliamente en enzimas que contienen
hemo tetramérico y convierte el H202 en Oz y H20. APX, también es considerado
como el eliminador de ROS més importante para proteger plantas superiores, evita
el estrés oxidativo y desempefia un papel central en la regulacion del ciclo AA-GSH.
En comparacion con CAT y POD, APX tiene una mayor afinidad por el H202, por lo
tanto, puede convertir el H202 en H20 molécula no téxica por oxidacion de AA en
deshidroascorbato y MDA. Es una enzima dependiente de NADPH que cataliza la
oxidacion de GSH a GSSG, que puede mantener una alta proporcion de
GSH/GSSG en las células (Rao et al. 2006).

Las investigaciones recientes se estan enfocando en identificar los mecanismos de
defensa de las plantas contra el estrés oxidativo inducido por las NPs. Es importante
entender la fitotoxicidad de las NPs en las plantas y comprender como el sistema
antioxidante enziméatico y no enziméatico se regula frente a altas concentraciones de
ROS.
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3. MATERIALES Y METODOS

Materiales a base de zinc y semillas de cilantro

Las NPs ZnO (18 nm) se adquirieron de Nanomateriales de investigacion Inc.
(Houston, TX, USA). El ZnSO4 (ACS reagent = 99.0% pureza) se adquirié de Sigma-
Aldrich (San Luis, Mo, USA). Las semillas de cilantro se obtuvieron de KristenSeed

(Guadalajara, Jal, Mex).

Preparacion de soluciones/suspensiones a base de zinc y su aplicacién al
suelo

El ZnSO4 y las NPs ZnO se prepararon a concentraciones de 100, 200, 300 y 400
mg/kg, con base en los estudios previos realizados por Pullagurala et al. 2018. Para
asegurar una dispersion uniforme de los compuestos a base de Zn, las
soluciones/suspensiones se prepararon en agua desionizada DI y se
homogenizaron con un sonicador Autoscience AS2060B (Instrumentacion
Cientifica, Bs, As) durante 30 min a 110 voltios-3 amperios y 50 a 60 Ghz. Al fin
alizar el tiempo de sonicacion, las suspensiones de los compuestos a base de Zn
se anadieron y mezclaron manualmente con suelo inerte utilizando una mezcla de
perlita y vermiculita (relacién 1:1 volumen sustrato), material inerte de pH neutro y
sin contenido de nutrientes minerales (Papadopoulos et al., 2018; Garza-Alonso et
al., 2020) para obtener concentraciones finales de 100, 200, 300 y 400 mg de Zn/kg

de suelo.

Condiciones de crecimiento de las plantas

El experimento se realiz6 en condiciones controladas en un invernadero, con una
temperatura media diaria de 24.7 °C y una humedad relativa del 68%. Las semillas
de cilantro se sembraron en bolsas de plastico negro de uso general (4.5 x 4.5 x
3.5 pulgadas) que contenian 450 g de suelo modificado con los compuestos a base
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de Zn, se asignaron cinco repeticiones por tratamiento en un disefio completamente
aleatorio, junto con el control (suelo sin compuestos a base de Zn), colocando diez
semillas de cilantro en cada maceta. Durante el desarrollo del cultivo (58 dias
después de la siembra), las plantas se regaron con 30 mL por dia de solucién
nutritiva (sin zinc), utilizando una formulacion comercial de macronutrientes
(FertiDrip N11-P02-K42) en agua desionizada DI, con un pH 6.47 y conductividad
eléctrica de 0.41 uS cm, en cantidades iguales para cada maceta, siguiendo la

recomendacion del fabricante (AGROformuladora Delta, Monterrey, NL, Mex).

Cosecha de plantas

La cosecha se realizd el dia 59 después de la siembra, para ello se retiraron del
suelo las diez plantas/tratamiento, las cuales fueron utilizadas para la cuantificacion
de Zn, y para la determinacion de pigmentos fotosintéticos y analisis bioquimicos
(H202, MDA y enzimas antioxidantes). Durante la cosecha, las plantas se separaron
en raices y brotes (tallos y hojas) y se enjuagaron con agua de la llave para eliminar
el exceso de tierra, luego se enjuagaron por 20 s con HNO3 0.01 M, posteriormente
se volvieron a enjuagar tres veces con agua desionizada (DI). Enseguida, los tejidos

vegetales se almacenaron a -20 °C hasta su andlisis.

Cuantificacion elemental de Zn mediante espectrometria de emisién atomica
por induccién de plasma acoplado

Después de la cosecha, 0.2 g del tejido vegetal (raices y brotes) se secaron a 60 °C
en un horno Yamato Scientific DX 602C (Santa Clara, CA, USA) durante 72 h. El
material resultante fue triturado y sometido a digestion acida en una mezcla de acido
perclérico y acido nitrico (Alcantar y Sandoval, 1999). Las concentraciones de Zn
en los tejidos, se llevé a cabo utilizando el extracto de digestién acida mediante un
espectrometro ICP-AES Agilent 725-ES de emision atomica de induccion de plasma
acoplado (Santa Clara, CA, USA).
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Contenido de pigmentos de clorofilay carotenoides

La evaluaciéon cuantitativa de clorofila-a (CHLa), clorofila-b (CHLb) y clorofila total
(CHLt) se llevé a cabo por el método de Rajput y Patil (2017), mientras que los
carotenoides se determinaron siguiendo lo establecido por Macalacham y Zalik
(1963). Para ello, se tom6 1 g de material de hojas frescas y se homogeneiz6 con
10 mL de acetona al 80%, enseguida el extracto se centrifugd a 5000 rpm durante
5 min. El sobrenadante se recuperd para ser analizado, y la absorbancia de la
solucién extraida se midio a 480, 510, 645 y 663 nm, a partir de estas lecturas, se
determinaron las concentraciones de pigmento de clorofilas y carotenoides

utilizando la siguiente formula/ecuacion:

12.7 (Age3) — 2.69 (Agas) X V

Chlorophyll —amg g~ FW = s XW
Chlorophyll — bmg g™ FW = 22ets) 288 lee) X7V
Total clorophyllmg g~ FW = 22 (Asss) + 802 o) XV -

1000

7.6 (A480) — 149 (A510) X V
1000

XW

Carotenoid mg g~ ' FW =
Donde,
A = Absorbancia a longitudes de onda especificas
V = Volumen final de extracto de clorofila en acetona al 80%

W = Peso fresco de tejido extraido

Contenido de H202

El contenido de H20:2 en los brotes (tallos y hojas) se midié segun el método descrito
por Singh et al. (2006), para ello se homogenizaron 0.3 g de tejido fresco con 2 mL
de acido tricloroacético (TCA) al 0.1%. Tras centrifugar a 7500 rpm durante 15 min,
se afladieron 0.5 mL del sobrenadante a 0.5 mL de tampdn de fosfato (100 mmol L-
1, pH 7) y 1 mL de Kl 1 M. La concentracién de H20:2 fue estimada basado en la
absorbancia del sobrenadante a 390 nm con base en la siguiente formula:

(A390*V,,)/(mg muestra/V;-4). Donde V,, es el volumen del sobrenadante, y Vrca
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corresponde al volumen de TCA empleado en la extraccion. El contenido de H20 se

expres6 como microgramos por gramo de peso fresco (ug g FW).

Determinacion de las actividades de las enzimas antioxidantes

Las muestras del tejido fresco de brotes fueron procesadas para determinar la
actividad de peroxidasas (POD), ascorbato peroxidasas (APX) y catalasas (CAT).
Para obtener el extracto proteico, se utilizaron 0.2 g de tejido y se colocd en un
mortero precongelado, enseguida el tejido se macero con nitrégeno liquido
afiadiendo polivinilpirrolidona (PVP) al 0.1%, luego las muestras se recogieron en
microtubos de centrifugaciéon y 1 mL de tampon de extraccion (tampén de fosfato
100 mmol L%, pH 7, suplementado con EDTA 0.1 mmol L) se agregé a cada
muestra. Las mezclas se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min a 4 °C. Los
sobrenadantes se almacenaron a -20 °C hasta su andlisis.

Actividad de POD

La actividad de POD se determiné de acuerdo con Kwak et al. (1995) usando
pirogalol como sustrato. El volumen de reaccién fue de 3 mL que contenia 15 pL del
extracto de proteico, 2.5 mL de tamp6n fosfato (pH 8, 100 mmol L), 320 uL de
pirogalol al 5% y se hizo reaccionar con 165 pL de H202 a 0.147 mmol L* (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA). La reaccion se inicid mediante la adicion de H202, y el
aumento de la absorbancia se midi6 a 420 nm cada 20 s durante 1 min. Una unidad
de actividad de POD se define como 1.0 mg de purpurogallina formada en 20 s a
pH 6 a€=26.6 mM?1cm?

Actividad de APX

La actividad APX se determin0 como se describe por Nakano y Asada (1981);
después de la disminucion de la absorbancia a 290 nm debido a la oxidacién del
ascorbato. La mezcla de reaccién consistio en 15 pL de extracto de proteina, 885

uL de tampon fosfato (pH 7, 50 mmol L), 50 pL de acido ascérbico a 10 mmol L+
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y reaccioné con 50 pL a 10 mmol L de H202 (e = 2.8 mM* cm™?). La actividad APX
se expresO como la cantidad de proteina que produce 1 mmol de ascorbato oxidado

por minuto.

Actividad de CAT

La descomposicion de H202 se midié por la disminucion de la absorbancia a 240
nm segun Elavarthi y Martin (2010). La mezcla de reaccion consistié en 15 pL de
extracto de proteina, 965 L de tamp6n fosfato (pH 7, 50 mmol L) y reacciond con
20 pL al 0.5 mmol L de H202 en un volumen de reaccion de 1 mL (e = 0.04 uM?

cml).

Analisis estadistico

El cultivo se establecié utilizando un disefio completamente aleatorio, con nueve
tratamientos y cinco unidades experimentales para cada tratamiento (la unidad
experimental consisti6 de una bolsa de plastico que contenian diez plantas de
cilantro). Los resultados se informaron como media + desviacion estandar, las
diferencias estadisticamente significativas entre las muestras se analizaron con un
ANOVA vy las medias de los tratamientos se compararon con la prueba de Tukey
(p=0.05) utilizando el paquete estadistico SPSS version 21.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Absorcion de Zn en raiz y brotes

En el Cuadro 1, se observan diferencias significativas (p<0.05) para la absorcién de
Zn en raiz y brote por la aplicacion de tratamientos con dos fuentes de Zn (ZnSOasy
NPs ZnO), lo anterior indica que los tratamientos a base de Zn permitieron la
absorcion de este compuesto en diferentes niveles, que son determinados por la
fuente de Zn y la concentracién del elemento aplicado. Los resultados de la
comparaciéon de medias se presentan en la Figura 2.

Cuadro 1. Cuadrados medios del analisis de varianza para la absorcién de Zn en
raiz y brote de plantas de cilantro, cultivadas en suelo modificado con ZnSO4y NPs
Zn0.

FVv GL Absorciéon de Zn en raiz Absorciéon de Zn en brotes
(mg/kg de tejido) (mg/kg de tejido)
Trat 8 139323.11** 2692.57*
Error 9 633.04 16.37
CVv 5.02 5.22

Trat = tratamientos, CV = coeficiente variacién, GL= grados de libertad

Absorcion de Zn en tejidos vegetales

Los resultados indican que la absorcion de Zn en la raiz depende de la fuente de
fertilizacion y de la concentracion (Figura 4). Es evidente, que la mayor
concentracion de Zn se encontrd en las raices de las plantas expuestas a ZnSQOgs; a
400 mg/kg se encontré un incremento de 95.9% y 21.1%, respectivamente en
comparacion con el control y las NPs ZnO a la misma concentracion (400 mg/kg,
Figura 4A). Los resultados indican que la absorcion de Zn en los brotes depende de
la fuente de fertilizacién y de la concentracion (Figura 4B). La mayor concentracion
de Zn se encontrd en brotes de las plantas expuestas a ZnSO4 a 400 mg/kg, y se
encontré un incremento de 84.4% y 20.2%, respetivamente en comparacion con el

control y las NPs ZnO a la misma concentracién (400 mg/kg, Figura 4B).
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Figura 4. Absorcion de Zn en raiz (A) y brote (B) en plantas de cilantro expuestas a
concentraciones de 0, 100, 200, 300 y 400 mg Zn/Kg suelo con ZnSO4 y NPs ZnO.
Los valores son el promedio de cinco repeticiones. Medias (n = 5). Letras diferentes
en cada barra significan que los tratamientos fueron estadisticamente diferentes
(Tukey, p<0.05).

Con base en estos resultados, es evidente que la mayor concentracion de Zn se
encontrd en las raices y los brotes de las plantas tratadas con ZnSQOg4, lo cual se
debe, a una mayor absorcion de Zn por las raices de las plantas a partir de esta
fuente, como cation libre (Zn**) y, en consecuencia, a una mayor translocacion de
Zn de la raiz a los brotes. La mayor translocacion de Zn de la raiz al brote con la
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aplicacion de ZnSOs4 (ion Zn**), en comparacion con las NPs ZnO, se debe
probablemente a la alta solubilidad del ZnSOa4 (aproximadamente 2650 pmol L),
que es mucho mayor que la solubilidad que tienen las NPs ZnO (786 umol L'*), que
presentan disponibilidad lenta y gradual del Zn disuelto (Reed et al., 2012; Garcia-
Lopez et al., 2019). Por lo tanto, al utilizar ZnSO4 como fuente de fertilizante, se
obtiene una mayor disponibilidad de Zn disponible para las raices de las plantas a
partir de esta fuente.

Tendencias de resultados similares han sido reportadas en la literatura, donde se
ha informado que las NPs ZnO pueden atravesar las paredes celulares, penetrar en
las células de la raiz y alcanzar los tejidos vacuolares a través del endodermo, sin
embargo, su translocacion a los brotes es mucho menor que la de los iones Zn**
libres. (Lin y Xing, 2008; Medina-Velo et al., 2017; Pullagurala et al., 2018). Por lo
tanto, el efecto de las NPs ZnO depende de la disolucién del elemento en la
superficie de la raiz, y la utilizacion del mineral activo disponible para el transporte
ascendente en los haces vasculares. El efecto de las NPs ZnO depende de la
disolucién del elemento en la superficie de la raiz, y la utilizacion del mineral activo

disponible para el transporte ascendente en los haces vasculares.

Algunos estudios sefialan que concentraciones elevadas de NPs ZnO (1000 mg L-
1) causan fitotoxicidad; mientras que dosis bajas (50 mg L!) han demostrado efectos
significativos. Cuando las NPs son aplicadas al suelo o en el agua de riego penetran
a través de la epidermis de la raiz y la corteza, posteriormente pasan a la
endodermis y finalmente entran al tejido conductivo del xilema para ser traslocados
a larga distancia hasta las ramas y el follaje de las plantas (Peng et al., 2015). Entre
las fuentes inorganicas, el ZnSO4 es la mas utlizada y también la mas
recomendada. En los suelos este micronutriente es poco mévil y su contenido total
normalmente varia de 10 — 300 mg/kg, con un promedio de 50 mg/kg. En suelos
arenosos suele ser deficiente, mientras que en los arcillosos normalmente existe
mayor concentracion por la capacidad de adsorcidon y retencion. Es un
micronutriente esencial, la solubilidad garantiza efectividad, en este caso, a mayor

solubilidad mayor efectividad de la fuente. Del contenido total de Zn, solo el que esté
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en la solucion del suelo y el que puede ser facilmente desadsorbido es disponible
para las plantas (4 a 270 pg/L), pero también es facilmente lixiviado como sucede
en los suelos tropicales. El Zn es absorbido principalmente en forma Zn** o, en

condiciones de pH alto, como ZnOH*.

Concentracion de pigmentos fotosintéticos

En el Cuadro 2, se puede observar que las fuentes de Zn (NPs ZnO y ZnSQOa4) a
diferentes concentraciones afectaron significativamente (p<0.05) la acumulacién de
pigmentos fotosintéticos. Lo anterior, posiblemente esta relacionado con la funcion
del Zn durante la biosintesis de clorofila y el impacto que tiene cada fuente de Zn
en la fisiologia de la planta.

Cuadro 2. Cuadrados medios del analisis de varianza para el contenido de clorofila
a (CA), clorofila b (CB), clorofila total (CT) y carotenoides (CAR) en plantas de
cilantro cultivadas en suelo modificado con ZnSO4 y NPs ZnO.

FV GL CA CB CT CAR

Trat 8 139.49** 17.34* 252.21** 3.39*
Error 36 141 3.83 3.15 0.08

CVv 4.56 19.54 4.92 3.81

Trat= tratamientos, CV= coeficiente de variacion, GL= grados de libertad, CA=
clorofila a, CB= clorofila b, CT= clorofila total, CAR= carotenoides.

En el siguiente apartado, se discutird la acumulacion de pigmentos fotosintéticos,

gue son determinados por la fuente de Zn y la concentracion del elemento aplicado.

Contenido de pigmentos fotosintéticos

Los resultados indican que el contenido de pigmentos fotosintéticos (CA, CB, CTy
CAR) en plantas de cilantro aumenté significativamente en todos los tratamientos
con la aplicacion de Zn (Figura 5). Evidentemente la mayor acumulacién de CA, CB
y CT fue a una concentracién de 200 mg/kg con las dos fuentes de Zn; ZnSOas y
NPs ZnO (Figura 5A, B y C). Las plantas expuestas a ZnSO4 a 200 mg/kg, la
acumulacion de CA se encontré un incremento de 52.1%; 44.5% para CB; y para

CT un incremento del 49.9%, por otra parte las plantas expuestas bajo NPs ZnO a
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la misma concentracion tuvieron incrementos similares de 50.7% para CA, 42.4%

para CB, y 48.3% para CT, respectivamente en comparacion con el control.

Para el caso del contenido de carotenoides la mayor acumulacién se encontro en
una concentracion de 100 mg/kg en las dos fuentes respectivamente de Zn; ZnSOa4
y NPs ZnO (Figura 5D). Las plantas expuestas a ZnSOs4 a 100 mg/kg, la
acumulacion de CAR se encontr6 un incremento de 31.03% y sobre la misma
concentracion en NPs ZnO se obtuvo un incremento de 25.5% respectivamente. Sin
embargo, el ZnSO4 en una concentracion de 400mg/kg produjo una reduccion en el
contenido de carotenoides que también fue estadisticamente significativa en

comparacion con las diferentes concentraciones y fuentes.
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Figura 5. Contenido de clorofila a (CA) (A), clorofila b (CB) (B), clorofila total (CT)
(C) y carotenoides (CAR) (D) en plantas de cilantro expuestas a concentraciones de
0, 100, 200, 300 y 400 mg Zn/Kg suelo con ZnSO4 y NPs ZnO. Los valores son el
promedio de cinco repeticiones. Medias (n = 5). Letras diferentes en cada barra
significan que los tratamientos fueron estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).
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Los resultados indican que los pigmentos fotosintéticos (CA, CB y CT) en hojas de
cilantro incrementaron de forma significativa (p < 0,05) en todos los tratamientos con
la aplicacion de compuestos de Zn (Figura 5). Segun lo obtenido en este trabajo
llevado a cabo en un suelo modificado con (ZnSO4y NPs ZnO) a una concentracion
de 200 a 300 mg/kg presentaron una mayor acumulacion de contenido de pigmentos
fotosintéticos. Samree et al. (2020) la cuantificacion de pigmentos fotosintéticos y el
estudio de su desarrollo por medio del tiempo probablemente apoyen a conocer
mejor el comportamiento de las plantas durante su lapso de desarrollo, esto
permitiendo una mayor translocacion del Zn sobre la planta y su efecto en el
crecimiento vegetal. En estudios realizados a través del suministro de Zn bajo un
meétodo hidropodnico en plantas de frijol (Vigna radiata), se puede ver el aumento de
contenido de clorofila, proteinas y minerales. Ademas, en cuanto a lo visto en este
presente trabajo estamos en concordancia con lo dicho por (Pullagurala et al.,
2018), quienes destacan que, en las hojas de cilantro, la acumulacion de pigmentos
fotosintéticos incrementd en un 41% y 37% debido a la aplicacion de compuestos
de Zn debido a la aplicacién de compuestos de Zn (NPs de ZnO y ZnS0O4) al suelo

a concentraciones de 100 y 200 mg/kg, respectivamente.

Sin embargo, comparativamente con otras indagaciones destaca que el abasto de
Zn al suelo con ZnSO4 y ZnO NPs en altas dosis (400-800 mg/kg) ejercen efectos
nocivos sobre la acumulacion de clorofilas y carotenoides en plantas de arroz (Oryza
sativa), frijol (Phaseolus vulgaris) y tomate (Solanum lycopersicum), debido a la
toxicidad generada por la alta absorcion de iones Zn** en la planta. Por otra parte,
a 400 mg/kg de ZnSOg, la acumulacion de CA, CB y CT disminuy6 en un 33,1%,
38,4% y 34,6%, respectivamente, en comparacion con el tratamiento que presento
la mayor acumulacion al aplicar esta fuente de Zn (200 mg/kg de ZnSOa4). Segun lo
mostrado en la Figura 5, las concentraciones en donde se centro la parte importante
de acumulacion de pigmentos fotosintéticos y de carotenoides han sido entre 100 y
300 mg/kg de ZnSO4 y NPs ZnO, sin embargo en la Figura 5D, el contenido de
carotenoides aumento para la mayoria de los tratamientos; a pesar de ello, el ZnSO4
a 400 mg/kg disminuyé el contenido de CAR un 19.1%, por el impacto de alta

absorcién de iones Zn** derivado por los efectos toxicos que afectaron en la
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biosintesis de clorofila y por consiguiente, ademas podrian dafar el sistema
fotosintético. La alta absorcion de Zn podria afectar el proceso de fotosintesis,
influyendo negativamente en el metabolismo de los carbohidratos en las plantas
(Chaney, 1993).

Los carotenoides en las plantas de cilantro expuestas a las multiples
concentraciones y fuentes de Zn ayudan a captar la luz, pero también tienen otra
funcién importante ya que pueden verse relacionados con el aumento de H20z,
principalmente como un mecanismo de defensa para proteger el proceso de
fotosintesis. Segun Badger et al. (1994), el Zn es considerado un micro elemento
importante para el crecimiento de las plantas y necesario para la biosintesis de la
clorofila pues influye en la actividad de enzimas como la anhidrasa carbonica que
tiene un atomo de Zn que cataliza la hidratacion del CO2, haciendo mas facil la
difusion del CO:2 a los sitios de carboxilacion en las plantas. El contenido de clorofila
ha sido considerado un indicador confiable relacionado con la contaminacion y la
toxicidad de los metales pesados en las plantas (Tirani et al., 2018).
Concentraciones bajas de H202 (10 um) pueden inhibir la fijacion de CO2 en un 50%
y, por tanto, la acumulacion de pigmentos fotosintéticos. Los niveles de estrés
derivados por la aplicacion de Zn en sus diferentes fuentes y concentraciones, han
sido contrarrestados por la actividad de las enzimas antioxidantes, de esta manera
la acumulacion de radicales libres es disminuida para fin de evitar el estrés oxidativo

en plantas, sin llegar a afectar su funcionamiento fisiol4gico.

Contenido de peréxido de hidrogeno (H202) y actividad enzimatica

Los resultados de la acumulacion de H20:2 y la actividad enzimatica (Cuadro 3),
indican diferencia significativa (p<0.05). Los tratamientos con las diferentes fuentes
de Zn generaron la acumulacion del radical H202, lo que resulté en una mayor

actividad enzimatica antioxidante.
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Cuadro 3. Cuadrados medios del andlisis de varianza para el contenido de peréxido
de hidrégeno (H2032), catalasas (CAT), ascorbato peroxidasas (APX) y peroxidasas
(POD) en plantas de cilantro cultivadas en suelo modificado con ZnSO4y NPs ZnO

FV GL H202 CAT APX POD
Trat 8 0.1635** 0.2636* 0.2353** 44.9193*
Error 36 0.0007 0.0023 0.0010 0.1930

CVv 5.7059 12.1283 7.2925 6.6102

Trat= tratamientos, CV= coeficiente de variacion, GL= grados de libertad, H202=
peroxido de hidrogeno, CAT= catalasas, APX= ascorbato peroxidasas, POD=
peroxidasas.

De acuerdo con los resultados, el ZnSO4 fue mas eficaz que las NPs ZnO en el
aumento de las actividades enziméticas a una concentracion de 400 mg/kg (Figura
6). Las plantas expuestas a ZnSO4 a 400 mg/kg presentaron un incremento del
77.3% en H202, lo que resultd en incrementos del 85.8%, 81.1% y 83.45% para
CAT, APX Y POD, respectivamente, en comparacion con el control. Por otra parte,
las plantas expuestas a NPs ZnO a la misma concentracion tuvieron incrementos
de 61.3% para H202, mientras que los incrementos en la actividad de las enzimas
fueron del 65.3% (CAT), 64.5% (APX) y 69.9% (POD), en comparacién con el
control (Figura 4B, C y D). Los resultados de este estudio indican que a medida que
incrementan las concentraciones de H202, se presentdé una mayor actividad
enzimatica antioxidante en las plantas de cilantro sometidas a diferentes fuentes y
concentraciones de Zn (Figura 6). Por lo tanto, estos resultados muestran que todos
los tratamientos a base de Zn indujeron estrés en las plantas; sin embargo, la mayor

acumulacion de H202 se presento en los brotes de las plantas sometidas a ZnSOa.
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Figura 6. Contenido de peroxido de hidrogeno (H202) (A), catalasas (CAT) (B),
ascorbato peroxidasas (APX) (C) y peroxidasas (POD) (D) en plantas de cilantro
expuestas a concentraciones de 0, 100, 200, 300 y 400 mg Zn/Kg suelo con ZnSO4
y NPs ZnO. Los valores son el promedio de cinco repeticiones. Medias (n = 5).
Letras diferentes en cada barra significan que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).
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En este estudio, la peroxidacion lipidica causada por la toxicidad del Zn fue menor
con las NPs ZnO en comparacion con la fuente ZnSQOa, al menos en parte, debido
a la liberacion mas lenta y gradual del Zn** contenido en las NPs ZnO, a diferencia
del ZnSO4 (Reed et al., 2012). Sin embargo, Nemcek et al. (2020) mencionan que
al aplicar ZnSOs al suelo, el Zn logra estar mas disponible debido a la formacion de
complejos organicos de Zn solubles que son transportables y estan disponibles para
ser absorbidos por las raices de las plantas. En este sentido, las altas
concentraciones de ZnSO4 pueden generar una toxicidad en las plantas debido a su

alta acumulacion en los tejidos de las plantas.

Como discusidn final, todos los tratamientos a base de Zn produjeron una mayor
actividad de las enzimas antioxidantes en los brotes de las plantas de cilantro. Por

otra parte, la actividad de las enzimas antioxidantes esta asociada a un aumento de
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los niveles de ROS, provocado por una alta concentracion de Zn en los tejidos de
las plantas (Garcia-Gomez et al.,, 2017). Segun Garcia-Lopez et al. (2018),
mencionan que altas concentraciones de ROS estimulan la actividad de enzimas
antioxidantes. Las enzimas antioxidantes juegan un papel muy importante en la
proteccion de compuestos celulares sobre el dafio oxidativo ocasionado por metales
pesados en las plantas. Hasanuzzaman et al. (2020), sefialan que las plantas
presentan respuestas diferenciales a las condiciones de estrés oxidativo, al mismo
tiempo que les permite desarrollar resistencia a la exposicion a metales pesados.
Los resultados de esta investigacion, evidencian que los efectos toxicos de los
fertilizantes a base de Zn dependen de la disolucion del elemento en la superficie
de la raiz y del uso del mineral activo disponible para su absorcion en los tejidos

vegetales de las plantas.
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5. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos, se concluye que los tejidos de las plantas de
cilantro sometidos a diferentes concentraciones de NPs ZnO tenian una menor

absorcién de Zn en comparacion con el ZnSOa.

Segun los resultados, a una concentracion de 200 a 300 mg/kg con ZnSO4 y NPs
ZnO se presentd una mayor acumulacién de CA, CB y CT, por el contrario, a una
concentracion de 400 mg/kg de ZnSOas disminuyd el contenido de pigmentos

fotosintéticos.

El ZnSO4fue més eficaz que las NPs ZnO para estimular la acumulacion de H202 'y

la actividad de enzimas antioxidantes.

Por lo tanto, el impacto fisiolégico y las respuestas antioxidantes de las plantas a
las fuentes de fertilizacion utilizadas en este estudio (ZnSO4y NPs ZnO) podrian
depender en gran medida de la solubilidad del compuesto para la liberacion del

elemento activo (Zn**).
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