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Resumen

Los nanomateriales pueden provocar alteracion en la fisiologia, toxicidad e interferir
en el metabolismo de las plantas a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO). Generalmente todos los factores ambientales generan estrés oxidativo en las plantas,
lo que pueden dafar los componentes de las células e inactivar sus funciones. Las plantas
continuamente producen ERO en sus diferentes organelos celulares y estas son
continuamente removidas por un complejo sistema antioxidante, en el que participan
enzimas, proteinas y otros metabolitos que permiten mantener la homeostasis celular. La
produccién de ERO se ha establecido como uno de los primeros eventos de seiializacién
implicadas en la respuesta de la planta al estrés bidtico. Por lo que, la investigacion sobre la
interaccion de las nanoparticulas (NPs) en la modulacién del sistema de defensa antioxidante
de las plantas puede ayudar a entender como participan en aspectos fisioldgicos y

bioquimicos relacionados con el crecimiento y desarrollo vegetal.

Palabras clave: Fitotoxicidad, especies reactivas de oxigeno, estrés oxidativo, nanoparticulas.

Introduccion

La nanotecnologia (NT) es una ciencia que proporciona nanomateriales con nuevas
propiedades fisicoquimicas, que tienen una gran cantidad de aplicaciones en agricultura.

Ofrece la posibilidad de generar nonaproductos como fertilizantes, plaguicidas, sensores y
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promotores de crecimiento de plantas. Sin embargo, las aplicaciones de estos
nanomateriales puede provocar toxicidad e interferir en el metabolismo a través de la

generacién de especie ERO (Tang et al., 2016).

Generalmente todos los factores ambientales adversos generan estrés oxidativo en
las plantas, lo que puede dafiar los componentes de las células e inactivar sus funciones.
Tanto las ERO y los radicales libres causan estrés oxidativo a través de la oxidacién de los
compuestos celulares. El estrés oxidativo desencadena reacciones de sefalizacién y de
defensa (Khan et al., 2016). En la agricultura han comenzado a investigarse las NPs porque
originan cambios en la fisiologia y bioquimica de las plantas, expresandose en ocasiones en

mayor germinacién, crecimiento y desarrollo (Demidchik, 2015).

Con la NT se podrd entender el comportamiento fisioldgico y bioquimico de las
plantas en respuesta a los factores bidticos y abidticos. Lo que podria permitir formular
nanomateriales que puedan suministrarse en cantidades éptimas, sin provocar fitoxicidad y
alteracion exageradas en el sistema de defensa de las plantas, los cuales serian muy Utiles en

la agricultura.

Importancia de la Produccion de Especies Reactivas de oxigeno (ERO) en las plantas

En el metabolismo aerdbico de las plantas, al utilizar el oxigeno como aceptor final de
electrones se producen las ERO. El oxigeno al ser reducido se produce su forma activada
singlete (02!) o por la transferencia de uno, dos o tres electrones, formando el radical
superoxido (02%), perdxido de hidrégeno (H202) o el radical hidroxilo (HO*), moléculas
propagadas que se producen como consecuencia del metabolismo celular normal, y que en

condiciones celulares estandar son rdpidamente metabolizadas (Apel y Hirt, 2004).

Las plantas continuamente producen ERO en diferentes organelos celulares como:

mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas, reticulo endoplasmico y en la membrana
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plasmatica (Karuppanapandian et al., 2011). Las ERO son continuamente removidas por un
complejo sistema antioxidante, en el que participan enzimas y otros metabolitos. El control
de los niveles de oxidantes se logra mediante la induccion de mecanismos antioxidantes de
defensa que se componen de metabolitos como el ascorbato (ASC), el glutatién (GSH), el
tocoferol, diversos metabolitos secundarios y los limpiadores enzimaticos de ERO como la

superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y las peroxidasas (POD).

La produccién de ERO se ha establecido como uno de los primeros eventos de
sefializacidon implicadas en la respuesta de las plantas al estrés bidtico (Fraire-Veldzquez,
2011) y abidtico (Mizoi et al., 2012), En algunos casos, cuando el estrés excede el limite de
tolerancia y la capacidad para adaptarse a él, puede ocurrir dafio celular permanente o

incluso la muerte de la planta (Figura 1).
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Figura 1. Produccién de ERO en las plantas de lechuga con la aplicacién foliar de
nanopesticidas de Cu (OH),, (Adaptado de Zhao et al., 2016).

El reporte de Zhao et al. (2016), sefiala que en los ultimos afios ha habido una afluencia
creciente de nanoplaguicidas en la agricultura. La comprensién de la interacciéon entre
nanoplaguicidas y plantas comestibles es crucial para evaluar el impacto potencial de la NT
en el ambiente y los agroecosistemas. En este trabajo se sometieron plantas de lechuga a
dosis de NPsCu (OH) en concentraciones de 1050-2100 mg L a través de aplicacién foliar

durante un mes. Los datos generados indican que entre 97 a 99% del Cu aplicado se absorbid
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en las hojas y sélo un pequefio porcentaje (1-3%) se trasloco a través del tejidos del floema a

la raiz.

Estudios de metaboldmica mediante un analisis multivariado revelaron que los
nanoplaguicidas alteraron los niveles de metabolitos en las hojas de lechuga. También el ciclo
tricarboxilico (TCA) y una serie de vias bioldgicas relacionadas con el aminodcido se alteraron.
Algunos niveles de antioxidantes como el acido cis-cafeico, acido clorogénico, acido 3,4-
dihidroxicinamico, acido dehidroascorbico, se redujero significativamente en comparacién
con el control, lo que indica que el estrés oxidativo y una respuesta de defensa se
produjeron. Asimismo, los niveles de nicotianamina, un quelante de cobre, aumenté entre 12
a 27 veces en comparacién con el control. Esto puede representar un mecanismo de

desintoxicacion.

Implicaciones de los nanomateriales en la produccion de ERO en las plantas

Los nanomateriales son considerados un factor de estrés en las plantas ya que existe la
posibilidad de que pueden remodelar la estructura y constitucion de la pared y membrana
celular (Liu et al., 2013). Diversas investigaciones han demostrado que las NPs de carbdén o
metalicas son capaces de producir estrés en la planta, generando un exceso de ERO que
puede afectar a proteinas, lipidos, carbohidratos y al ADN. Las NPs, especialmente en altas
concentraciones alteran la eficiencia fotosintética, la fluorescencia fotoquimica y el
rendimiento cuantico en las plantas, debido a las interacciones de estas con los fotosistemas,
ya que diversos estudios demostraron que las clorofilas transfieren la energia a las NPs

(Olejnik et al., 2013; Rico et al., 2015).

A su vez, la perturbacién en la actividad fotosintética se traduce en estrés oxidativo en
las plantas, el cual es provocado por las NPs, Se ha investigado a través de técnicas que
miden produccién de ERO como H20; (Figura 2), la activacién de los mecanismos de defensa

enzimaticos, la peroxidacién lipidica y pérdidas de electrolitos, entre las mas importantes. Sin
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embargo, aln no se entiende completamente cémo las propiedades quimicas de las NPs
inducen la produccién de ERO y el dafio de membrana en las plantas. Algunas NPs metalicas
como Cu, Ni, Zn, TiO2 y CeO,, tiene la capacidad de producir ERO via reacciones de Fenton u
otras, debido a la capacidad de alternar entre estados de oxidacién (Fenoglio et al., 2009;

Mclaren et al., 2009; Perreault et al., 2010; Boghossian et al., 2013).
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Figura 2. Produccion de ROS por filtracion de 02°~ de la cadena respiratoria mitocondrial.
Posteriormente son formadas ERO y (H20; y *OH), asi como los sistemas de defensa
Catalasa y SOD que pueden ser inducidos para mitigar el dafio ocasionado y prevenir el
estrés oxidativo excesivo (Adaptado de Vatansever et al., 2013).

Algunas NPs tienen efectos contrarios, ya que se ha reportado que pueden disminuir las
concentraciones de H,O; intracelular y la peroxidacidn lipidica, los investigadores hipotetizan
que las NPs incrementan la eficiencia de las reacciones de oxidacién reduccion (Redox), al
actuar como centro de retrasmision de electrones (Mallick et al., 2006). También se ha visto
gue las NPs tienen capacidad antioxidante y sus mecanismos imitan la actividad de enzimas

involucradas en los sistemas de defensa.
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Los estudios de Wei y Wang (2013) demostraron que NPs como CeO;, Fe304 y Co304
realizan reacciones que imitan la actividad de la catalasa; al igual que las NPs de CeO, Fe30sg,
Co304, MnO3, CuO y Au, exhibieron actividad de peroxidasa. Por su parte NPsCeO; y
fullerenos demostraron tener la capacidad de llevar a cabo la reaccién de la superdxido
dismutasa. A pesar de los avances tecnolégicos resulta dificil poder comprobar la capacidad

antioxidante de las NPs dentro de la planta.

La fitotoxicidad que pueden tener las NPs en base a las diferencias en actividades
enzimdticas, no nos dan la certeza de que los cambios observados sean debidos a las
interacciones enzimas y a las NPs. Los estudios muestran que la fitotoxicidad causada por
NPs generan un comportamiento impredecible e irregular sobre el estrés oxidativo, el cual
depende del tipo, concentracién, propiedades y medios de exposicion de las NPs (Lei et al.,
2008; Foltete et al.,, 2011; Song et al.,, 2012). Por lo tanto, el efecto de las NPs en la
modulacion del sistema de defensa antioxidante en las plantas no estd claro o totalmente

elucidado.

Estrés oxidativo de las plantas con la aplicacion de NPs

En el reporte de Wang (2012) se detectd una acumulacion de H,0; en las hojas de maiz
expuestas a la aplicacion de NPs CeO,, también se observé un incremento en la actividad de
la catalasa y ascorbato peroxidasa. En plantas de tomate provocé la inhibicidon de la actividad
enzimatica de la catalasa cuando aplicaron NPs CoFeOa, lo que podria estar relacionado con

un incremento de las ERO en los tejidos de las plantas (Lépez-Moreno et al., 2016).

El estrés oxidativo en las plantas puede interferir con las reacciones bioquimicas y
reducir la fotosintesis e intercambio gaseoso por la alta produccién de ERO (Adrees et al.,
2015). El exceso de NPs metalicas causa una reduccidn significativa en el contenido de la
clorofila total de plantas (Rao et al., 2014). El efecto de las NPs metalicas en las plantas

depende principalmente de la duracidon del estrés a las que son sometidas; por ejemplo,
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Shaw et al. (2014), después de 10 dias de haber aplicado las NPs no encontraron cambios en
el contenido de clorofila en las hojas de avena cuando aplicaron 0.5, 1.0y 1.5 ppm de NPs Cu,

pero si se redujo significativamente a los 20 dias de crecimiento delas plantas de avena.

Altas Aplicaciones de NPs provocan fitotoxicidad en las plantas e inducen estrés
oxidativo, dafio en el ADN y muerte celular, debido a alteraciones estructurales de la célula
(Ghosh et al.,, 2016). En las plantas, las ERO son continuamente producidas en las
mitocondrias, cloroplastos, y peroxisomas por procesos metabdlicos aerdbicos. Aunque las
células de plantas estdn equipadas con mecanismos para secuestrar las ERO, el equilibrio
puede ser perturbado bajo descarga oxidativa provocado por estrés abidtico, ademas la
peroxidaciéon lipidica se considera como un indicador de la sobreproduccion de ERO

(Majumdar et al., 2014).

La fitotoxicidad de las NPs puede ser causada por un exceso enddgeno en la produccién
de ERO; se han realizado experimentos para visualizar la produccién de perdxido de
hidrogeno en hojas (Méndez-Argliello et al., 2016). En la Figura 3 se muestra la produccién
de H,0; debido a la aplicacién de NPsZnO después de 24 horas de haber aplicado las NPs.
Todos los tratamientos mostraron produccién de ERO (Figura 2B, 2C y 2D). Sin embargo, la
hojas con mayor deposicidon de H,0; fueron las tratadas con NPsZnO + Ag al 2.5%. Posterior a
este tiempo fue disminuyendo, por lo se asevera una activacién del sistema antioxidante de

las plantas de C. annuum.

Mecanismos de interaccion de las NPs con las plantas

Los mecanismos de interaccidon entre las NPs y las plantas pueden ser quimicos o
fisicos. Las interacciones quimicas implican la produccion de ERO, la perturbacion del
transporte de iones de la membrana celular, dafio oxidativo y peroxidacidon de lipidos.
Después de la entrada en las células vegetales, las NPs se comportan como iones metdlicos y

reaccionan con los grupos sulfhidrilo y carboxilo y alteran la actividad de las proteinas.
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Figura 3. Tincién con DAB para detectar la formacion de H202 in situ en plantas de Capsicum
annuum sometidas a la aplicacion de nanoparticulas de ZnO. A) Hojas de plantas
control; B) Hojas de plantas tratadas con NPsZnO; C) Hojas de plantas tratadas con
NPsZnO + Ag al 1.25 %; D) Hojas de plantas tratadas con NPsZnO + Ag al 2.5 %.

Los nanomateriales ejercen toxicidad indirecta que afecta el crecimiento y desarrollo
de las plantas y en algunos casos se genera deficiencia de nutrientes. Las NPs enfrentan
diferentes cambios (sedimentacidn, disolucién, aglomeracién, etc.), durante el periodo de
preparacion de la solucidn y la aplicacién a las plantas. Debido a la mayor area superficial,
adsorben facilmente moléculas orgdnicas e iones inorgdnicos del medio nutritivo resultando
en sintomas de toxicidad incluyendo clorosis y marchitamiento. Por otra parte, durante la
interaccidn de las NPs con las plantas, los acidos organicos exudados por las raices disminuye

el pH del suelo o del sustrato, alterando asi el suministro de nutrientes (Hossain et al., 2015).

La fitotoxicidad de las NPsAg se ha evaluado ampliamente en diversos cultivos,
principalmente a nivel morfoldgico, fisiolégico y bioquimico. Sin embargo, sélo pocos
estudios han dado importancia a los efectos del estrés en las plantas a nivel protedmico.
Recientemente Mirzajani et al. (2014), realizaron un estudio protedmico para entender los
efectos de la toxicidad de las NPsAg en plantas de arroz (Oryza sativa). El estudio revelé que

las NPs generan estrés oxidativo, alteran la regulaciéon del Ca," y tienen efecto en la
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sefializacion, transcripcidon y degradacion de proteinas en las plantas. El incremento de la
produccién de las proteinas estd relacionada con la defensa que implica la produccion

acelerada de ERO.

Un estudio protedmico de raices de Eruca sativa expuestas a la aplicacion de NPsAg
reveld que causaron cambios en las proteinas relacionadas con la regulacién Redox, lo que
altera la homeostasis celular (Vannini et al., 2013). La fitotoxicidad por materiales extrafios es
importante en las plantas, debido a que continuamente estan sometidas a la aplicacién de
fertilizantes y pesticidas en exceso. Las NPs por su tamafio pueden causar acumulacion y
fitotoxicidad e inducir dafios al nivel celular y molecular. Lin y Xing (2008) sefialan que la
aplicacion de NPsZnO en zacate rye grass (Lolium perenne) redujo significativamente la
biomasa; las puntas de las raices se encogieron y las células corticales y epidermales se

colapsaron, indicando que las NPs causaron daiios.

Aunque su modo de accidn no esta totalmente claro, ha sido destacado que provocan
ruptura de membranas, oxidacion de proteinas, genotoxicidad y formacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO), lo cual incrementa el estrés oxidativo provocado por algunos
iones como los de plata y que afectan a la sintesis de proteinas, ADN o ARN (Golinska et al.,

2014).

Dutta et al.,, (2012) han sefialado que las NPs y sus iones (por ejemplo, cobre, plata y zinc)
pueden producir radicales libres, lo que resulta en la induccién de estrés oxidativo
reflejandose en alta produccién de ERO. Las ERO pueden dafiar irreversiblemente las
membranas celulares, el ADN y las mitocondrias, provocando la muerte de las células. Se ha
determinado que las NPs de plata se pueden adherir a la membrana celular, alterando la
permeabilidad y funciones respiratorias de la célula. Dichas NPs no sélo interactian con la
superficie de las membranas, sino que también penetran a su interior, interactuando con los

diferentes organelos a nivel del ADN en el nucleo (Hajipour et al., 2012).

Sin embargo, en concentraciones bajas las NPs poseen un efecto positivo en la
germinacién de semillas y en la promocidén del crecimiento en plantas. Sharma et al. (2012),

reportan que las NPsAg promueven el crecimiento de plantulas. Ademas estas NPs pueden
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mejorar la eficiencia de intercambio de electrones a nivel celular en las plantas, lo que podria

reducir la formacién de especies reactivas de oxigeno (Dimkpa et al., 2015).

Salama (2012), experimentéd con plantas de frijol y maiz, incrementan la
concentracion de carbohidratos y contenido de proteina en las plantas. Otras NPs como las
de oxido de titanio (NPsTiO2) aplicadas al follaje, causan un incremento en la actividad de
varias enzimas y promueven la absorcion del nitrato, el cual acelera la transformacion del
nitrégeno inorganico a organico haciéndolo mas asimilable, reflejdndose esto en mayor

crecimiento vegetal (Rezaei et al., 2015).

Aunqgue no todas las NPs tienen el mismo efecto en las plantas, Garcia et al. (2011)
revelan que las NPs de cerio son extremadamente téxicas en el conjunto de ensayos
realizados, habiendo determinado que en pruebas de germinacién de algunas semillas
mostré un efecto perjudicial (fitotoxicidad) en la germinacion. Reportes previos muestran
que la fitotoxicidad causada por algunas NPs genera un comportamiento impredecible e
irregular sobre el estrés oxidativo, que a su vez depende del tipo, concentracion, propiedades

y medios de exposicion de las NPs (Foltete et al., 2011).

Conclusiones

La produccién de ERO se ha establecido como uno de los primeros eventos de
sefializacion implicadas en la respuesta de la planta al estrés bidtico. Por lo que, la
investigacidon sobre, fitoxicidad e interaccidn de las NPs en la modulacién del sistema de
defensa antioxidante puede ayudar a entender como participan en el crecimiento y

desarrollo vegetativo.
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