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Problema

El termino nanociencia estd relacionado con el estudio de los objetos y fenémenos que
ocurren en estructuras de 1 a 100 nm. Un drea emergente es el uso de la nanotecnologia en
la solucién de problemas agricolas, con la finalidad de optimizar los procesos de manera
sustentable. Hace mds de 10 afios nuestro grupo de investigacion ha hecho contribuciones
importantes relacionadas con la sintesis verde de nanoparticulas (NPs), el efecto toxico de
estas NPs al ambiente y su aplicacién en el sector agricola. La aplicacién de nanoestructu-
rados en la solucién de problemas agricolas ha sido poco explorado y ain menos el efecto
nocivo de estas al ambiente. Por ¢jemplo, el uso desmedido de fertilizantes ha llevado a la
contaminacion de los mantos fredticos, el uso indiscriminado de plaguicidas ha conducido
a la exposicién de niveles téxicos para las personas, animales y el medio ambiente. Por lo
anterior la nanotecnologia promete soluciones inteligentes y soluciones ambientalmente

amigables, que tienen que ser investigadas.

Solucién planteada

El grupo de investigacién, perteneciente a las lineas de generacién y aplicacién del
conocimiento (LGAQC): “Cambio Climatico, estrés en plantas y mitigaciéon” e “Innovacién
en la Produccion Agricola Sustentable” ha abierto la pauta al estudio de las ventajas y/o
riesgo potencial de las NPs metalicas en el sector agricola, permitiendo aportar informa-
cién innovadora sobre la sintesis verde de NPs, aplicacién como anti-microbianos y en

ornamentales, asi como la evaluacién del impacto ambiental.

Sintesis de nanoparticulas
La sintesis de NPs se refiere a la formacién de particulas con tamanos entre 1 y 100 nm.
Un nanémetro es la milmillonésima parte de un metro (1 X 10_9)> en perspectiva, el ancho

promedio de un cabello humano es de 80 mil nm. Estas particulas presentan propiedades
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sorprendentes, debido a su alta relacion superficie/volumen, lo que les confiere propieda-
des unicas. Existen tres métodos fundamentales para la sintesis de NPs metalicas: métodos
fisicos, quimicos y bioldgicos. Los métodos fisicos y quimicos suelen ser mds costosos y
toxicos. Por ello, la sintesis verde ha demostrado ser un método bioldgico sostenible que
utiliza extractos naturales de plantas (como tallos, raices, hojas, semillas, frutos y flores) y/o

microorganismos (como bacterias, hongos y algas) (Figura 1).

Beneficio de las NPsAg en la eliminacién de agentes microbianos

Existe evidencia cientifica de la actividad fungicida y bactericida de las NPsAg, las
cuales, se adhieren a la superficie de la membrana celular fungica o bacteriana, alterando
procesos moleculares y fisiolégicos que inhiben el crecimiento o inducen la muerte celular.
Es importante destacar que el tamafio y la forma de las NPsAg influyen en su eficacia. El
hongo Fusarium circinatum Nirenberg & O’Donnell, causa la enfermedad de secadera y
pudricién de raiz en pinos (Pinus spp.) y ocasiona pérdidas mayores a 40% de la produccién
de planta. Nuestro equipo de trabajo detecté que la concentracién de 10 mg NPsAg L'
presenta actividad inhibitoria contra Fusarium circinatum en condiciones in vitro (Figura 3A,
B). Ademads encontramos actividad antibacteriana, a partir de 50 mg de NPsAg L™ in vitro
contra la bacteria Erwinia amylovora, conocida como “fuego bacteriano”, un patégeno con

resistencia a antibiéticos, devastador para la produccion de peras y manzanas (Figura 3C).

Aplicaciéon de NPsAg en plantas ornamentales

La calidad de las plantas ornamentales, como tallos florales o follajes sin raiz, depen-
de de la longevidad que alcancen en su vida postcosecha antes de marchitarse. Con la
finalidad de retrasar su senescencia o envejecimiento y alargar su vida comercial, se han
empleado soluciones preservantes. En las flores de corte se generan heridas susceptibles
a infeccién por microorganismos, los cuales provocan en la planta el bloqueo de los vasos
de xilema y reducen el transporte de agua. En postcosecha se pueden utilizar soluciones

con la finalidad de alargar la vida en florero; soluciones pulso (altas concentraciones por

Minimizacién de A B
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Figura 1. Sintesis biolégica de nanoparticulas (NPs) metalicas. A) Principios bdsicos de la sintesis verde; B)
Representacién del método de sintesis verde para la preparacion de NPsAg.
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Planta

Nuestros  estudios revelan el
potencial de extractos acuosos de:
epazote (Chenopodium ambrosioides
L.), pétalos de cempasichil (Zagetes
erecta L.) y corteza de cedro rojo
(Cedrela odorata L.). Su efectividad
radica en el contenido de fenoles,
flavonoides, vitaminas, alcaloides,
terpenoides, taninos y dcidos
organicos, los cuales no solo
reducen los iones de plata (Ag™)
a nanoparticulas de plata (NPsAg)
sino que también son excelentes
compuestos de cobertura que
estabilizan a las NPs en el tiempo.
Este método de sintesis es sencillo,
econémico, rapido y ecolégico.

Cedro rojo

Figura 2. Sintesis verde de NPsAg con extractos vegetales. Imdgenes de NPsAg obtenidas mediante microscopia
electrénica de transmisiéon (MET). Tamafos medios de NPsAg (n=500).

Figura 3. Actividad microbiana in vitro de NPsAg. A) Fusarium circinatum sin NPsAg. B) Fusarium circinatum
con 10 mg NPs L™!, se observa inhibicién de crecimiento. Método de envenenamiento de alimento al dfa 8. C)
Erwinia amylovora con diferentes concentraciones de NPsAg utilizando el método Kirby Bauer. a, 25 mg L™ L
b, 50 mg L™ ¢, 100 mg 1.7 d, 200 mg L™ '; ¢, 360 mg L. '; f; 360 mg AgNO3 L™ (control positivo); g, agua
desionizada (control negativo). Las lineas rojas indican el crecimiento del hongo. Los circulos rojos delimitan
la zona de inhibicién de la bacteria.

un periodo de horas o no mas de 3 dias), florero (concentraciones bajas en las soluciones
durante la vida florero) o asperjadas. Nuestro grupo de investigacion estudi6 las NPsAg en
las flores de corte: rosa " Freedom ™ (Rosa L.), clavel (Dianthus caryophyllus 1..) y alstroemeria
*Fogo " (Alstroemeria L..) para estudiar su efecto biocida como inhibidor de la produccién de

etileno considerada la hormona del envejecimiento (Figura 4).
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Figura 4. Flores de corte y mecanismo de accién del etileno en la senescencia del tallo floral. A) Efecto del corte
de la raiz en el aumento de la produccién de etileno y bloqueo microbiano de xilema que reduce la absorcién
de agua; B) receptores proteinicos llave-cerradura: etileno unido a su receptor desencadenando senescencia y
NPsAg unidas al receptor de etileno, retrasando la senescencia del tallo floral.

En rosa y clavel, las NPsAg redujeron la poblacién de microorganismos en las solu-
ciones florero y el bloqueo de los vasos de xilema, favoreciendo el transporte de agua y
aumentando la vida de florero. En contraste en tallos de alstroemeria, no se observé efecto

debido a la baja sensibilidad al etileno que presenta esta especie (Cuadro 1).

Las NPsAg y su impacto ambiental

El impacto ambiental de las NPsAg es un tema relevante en el sector agricola. Aunque
las NPsAg generan beneficios, los efectos adversos en el ambiente requieren de estudios
en plantas con simbiosis, la cual se refiere a la interaccién beneficiosa de dos organismos.

La liberacién de NPsAg en aguas residuales o su acumulacién en el suelo pueden afectar

Cuadro 1. Aplicacién de NPsAg en la vida florero de plantas ornamentales.

Ornamental Problema MCFOdO. fie Concentracuzlll Resultados
aplicacion (mg NPsAgL )
Disminucién de la poblacién de microorga-
nismos en las soluciones florero.
Sensible a etileno. Disminucién de la oclusién vascular en la
Rosa L. Obstruccién vascu- ., base de los tallos.
. Solucién florero 1,5y 10
(Rosa sp. cv. Freedom) lar por microorga-
nismos. Mayor tiempo de apertura floral.
Aumento de la vida florero hasta 7 dias.
(Figura 5).
Disminucién de la poblacién de microorga-
. . nismos e Inhibicién del bloqueo microbiano
Sensible a etileno .
., del xilema en la base de los tallos.
Clavel Obstruccién vascu- .
(Dianthus caryophyllus L.) | lar por microorga- Soluci6n florero o0
yopy ’ TP & Porcentaje de supervivencia de las flores del
HISIOs. 67 % al dfa 21
(Figura 5).
. 0,4, 8, 16, 32, 50, 66,
Solucién pulso 94. 132
Vida florero de 15 >
Alstroemeria L. * Fogo” a 21 dfas, amari- . 0,25y 50 No hay retraso de la senescencia en hoja 'y
. . Solucién pulso + ;
llamiento de hojas Solucion fl + flor (Figura 6).
desde el dia 5. otuclon orero 0y0.5
Solucién asperjada | 0y 50
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Figura 5. Las NPsAg y el aumento de la vida florero de plantas ornamentales. A) Absorcién de agua por los
tallos florales y perdida por evapotranspiracion foliar. El bloqueo microbiano del xilema en los tallos florales,
generan menor absorcién de agua; B) Sistema de transporte de agua y nutrientes en plantas; C) NPsAg en
soluciones florero para alargar la vida de la rosa; D) Representacién de la inhibicién del bloqueo del xilema
por microorganismos después de su exposicion a soluciones florero con NPsAg.

A

Solucidn pulso | Solucion florero Mo retrasa la '
24h agua senescencia
NPsAg

0,4,816,32,

50, 66, 94,132
mgmL!

s

Solucién pulso =

NPsAg NPsAg
0, 25,50 0y 0.5 mgmL™*
mgmL*

Figura 6. Experimentos con nanoparticulas de plata (NPsAg) en Alstroemeria L." Fogo . A) Experimento
1, se probaron 0, 4, 8, 16, 32, 50, 66, 94, 132 mg NPsAg mL™! aplicadas en solucién florero por 24 h; B)
Experimento 2, se probaron 0, 25, 50 mg NPsAg mL ™" en solucién florero por 24 h, se transfirieron a una
solucién florero con 0y 0.5 mg NPsAg mL ™! durante la vida florero; C) Experimento 3, 50 mg NPsAg mL™!
se asperjaron al inicio del experimento.
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a los organismos acudticos y terrestres. Nuestro objetivo fue estudiar el comportamiento e
interaccién de las NPsAg con plantas acudticas y terrestres. Un aspecto novedoso se centra
en la toxicidad de las NPsAg, como contaminantes emergentes. El helecho acudtico Azolla
filiculoides Lam., tiene simbiosis con la cianobacteria Anabaena azollae Strass., para fijar Ny
atmosférico ademds es una planta bio-remediadora de metales y compuestos orgdnicos.
Las NPsAg son téxicas para A. filiculoides, en concentraciones elevadas (100 mg NPsAg
L_l). La toxicidad se refleja en la reduccion del crecimiento, dafios estructurales en los
tejidos de la raiz. Técnicas de Microscopia Electréonica Avanzada permitieron encontrar
hallazgos novedosos que indican que muchas NPsAg se acumulan sobre la rizodermis,
luego estas se disocian en Ag” para entrar a la raiz y después pasan por la corteza y se
acumulan mayormente en la endodermis, donde forman nuevas NPsAg (Figura 7).

También se estudié el efecto de 1, 10y 100 ug mL™'de N PsAg en el establecimiento de
la simbiosis micorrizica arbuscular (Rhizophagus intraradices) y el trébol blanco (Trifoluim re-
pens L.). Se observé un efecto dosis-respuesta, por ejemplo 10 ug NPsAg mL ™" aumentd el
numero de esporas y el porcentaje de colonizacidn, incrementando el desarrollo del hongo
micorricico arbuscular (HMA) en contraste, dosis mds altas (100 g NPsAg mL.~ l), afectan
variables agronémicas de crecimiento. Las funciones de los sistemas simbidticos pueden
verse comprometidas por el uso a gran escala de las NPsAg, conduciendo a la reduccion
de la diversidad y funcién de los HMA en el suelo, los cuales tienen una funcién esencial
en cultivos agricolas (Figura 8).

En conclusién, las NPsAg tienen aplicaciones innovadoras en el sector agricola, pero
también presentan desafios ambientales. Estos estudios permitieron aportar informacién
nueva sobre la sintesis verde de NPs, aplicaciéon como anti-microbianos y para alargar la

vida postcosecha de ornamentales, asi como la evaluacién de sus efectos en el ambiente.
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Figura 7. Distribucién interna de Ag en la raiz de 4. filiculoides expuesta a 100 mg de AgNPs L™ por8d. A)
recuadros: azul (rizodermis), verde (corteza) y amarillo (endodermis). B-D) Microscopia Electrénica de Barrido
de alta resolucién (MEB-FIB Dual Beam, modo STEM + BSE). B) Corteza externa, con AgNPs en la vacuola;
C) endodermis con abundantes NPsAg; D) abundantes NPsAg fuera de la rizodermis; E) espectro EDS de
Ag realizado en las NPs brillantes de C. Cloroplasto (cl), membrana citoplasmadtica (mc), pared celular (pc),
tonoplasto (tn), vacuola (v), xilema (x). Las flechas rojas senalan NPsAg.
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Innovacidén, impactos e indicadores

Con HMA (+HMA)

*+ 400 g de sustrato
esterilizado

+ 10 g de in6culo
R. intraradices
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0, 1,10 Y 100 yg mL"NPs Ag

Arena de rio+perlita
esterilizado con NPs Ag

Figura 8. Efecto de nanoparticulas de plata (NPs Ag), en el establecimiento de la simbiosis micorricica
arbuscular de Rhizophagus intraradices con Trifolium repens L.
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