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Resumen 

En este trabajo de investigación se analizó mediante dos bioensayos en cámaras de crecimiento, las 

respuestas fisiológicas y bioquímicas en plantas de Cucurbita pepo L. (Zucchini) durante 2 momentos 

diferentes, asociados a los cambios en crecimiento y desarrollo, así como al estallamiento oxidativo, 

inducidos por los tratamientos aplicados de dos nanomateriales (NMs), uno derivado del carbono (grafeno) 

y otro de naturaleza metálica (NPs CuO). 

En el primer bioensayo (con semillas sembradas entre papel Anchor), el estímulo generado por 

ambos NMs impactó de manera positiva el vigor de las plántulas; en el caso del grafeno, se observó una 

tendencia de incremento en el vigor bajo la concentración de 50 mg L-1, y en el caso del bioensayo con NPs 

CuO, el resultado más significativo se obtuvo con 25 mg L-1 de NPs CuO. Se observaron en ambos tipos de 

NMs alteraciones morfológicas en la raíz, a partir de dosis de 1000 mg L-1 de grafeno y de 250 mg L-1 de 

NPs CuO. 

El grafeno promovió mayor crecimiento y densidad de pelos radiculares (1000 mg L-1); fenómenos 

relacionados con el incremento regulado de especies reactivas de oxígeno (ERO) en el tejido, y una mayor 

acumulación de compuestos fenólicos. Mediante un análisis proteómico diferencial se consignó que las 

plántulas de C. pepo, tuvieron un incremento en la expresión de proteínas relacionadas con alteraciones en 

la pared celular, rutas de regulación redox, señalización bioquímica, transporte de agua en las membranas y 

el incremento del estado energético de las células; siendo todas estas respuestas fisiológicas un factor clave 

para inducir un incremento en el crecimiento, la producción de biomasa y en la densidad de pelos 

absorbentes. Mientras que las NPs CuO a una dosis de 250 mg L-1, provocaron una inhibición significativa 

en el desarrollo de la raíz principal. El perfil proteómico exhibió que 92 ± 21 manchas fueron exclusivas 

para el tratamiento con 250 mg L-1 NPs CuO (p < 0.05). 

En el segundo bioensayo realizado en sustrato hasta los 25 días después de la emergencia de las 

plántulas, se evaluó la dosis de 1000 mg L-1 de grafeno, la cual provocó un incremento significativo en 7 de 

las 8 variables analizadas: altura de raíz y tallo, diámetro de tallo, biomasa de raíz, vástago e índice relativo 

de crecimiento; variables relacionadas con la morfo-fisiología de C. pepo asociadas con el estallamiento 

oxidativo inducido por este NM. Para el caso de las NPs CuO se realizó la evaluación paralela de dos dosis 

25 y de 250 mg L-1, observándose en esta última, una mitigación del efecto fitotóxico registrado en las 

pruebas preliminares (germinación), al no encontrarse plantas con malformaciones morfológicas y una 

respuesta fisiológica y bioquímica estadísticamente similar (N.S.) en la mayoría de los casos, en 

comparación la concentración de 25 mg L-1 y el tratamiento control.  



 

 

 

Abstract 

In this research work were evaluated and analyzed by two bioassays in growth chambers, the 

physiological and biochemical responses in Cucurbita pepo L. (Zucchini) plants, at two different times, 

associated with changes in growth and development, as well as the oxidative burst, induced by the applied 

treatments of two nanomaterials (NMs), one derived from carbon (graphene) and another of a metallic nature 

(NPs CuO). 

In the first bioassay (with seeds sown between Anchor paper), the stimulus generated by both NMs 

positively impacted the seedlings vigor in doses of 50 mg L-1 of graphene, and significant differences were 

detected with 25 mg L-1 of NPs CuO. The morphological alteration in the root was observed from the doses 

of 1000 and 250 mg L-1 of graphene and CuO NPs, respectively. Regarding to secondary metabolism, 

graphene promoted greater growth and density of root hairs; phenomena related to the regulated increase of 

reactive oxygen species (ROS) in the tissue, and a greater synthesis of phenolic compounds. The differential 

proteomic analysis technique indicated that C. pepo seedlings had an increase in the expression of proteins 

related to alterations in the cell wall, redox regulation pathways, biochemical signaling, water transport in 

the membranes and the increase of the cell’s energy state. All these physiological responses being a key 

factor in inducing an increase in growth, biomass production and on density of absorbent hairs. 

At morphological level, alterations were detected in the radicles of plants whose seeds were treated 

with 250 mg L-1 of CuO NPs. The most prominent effect 8 days after germination, was a significant 

inhibition in the development of the main root, and a lower concentration of phenolic compounds could be 

seen. At the proteomic level, of the 697 ± 48 protein spots found in common in both treatments, 92 ± 21 

were exclusive for the treatment with 250 mg L-1 CuO NPs (p< 0.05). 

During the second bioassay carried out in substrate until 25 days after the emergence of the seedlings, the 

graphene dose of 1000 mg L-1 caused a significant increase in 7 of the 8 variables analyzed: root and stem 

length, stem diameter, root and stem biomass and relative growth rate; variables related to the morph 

physiology of C. pepo associated with the oxidative burst induced by this NM. In the case of CuO NPs, with 

the dose of 250 mg L-1, an important mitigation in the phytotoxic effect was observed in the preliminary 

tests, since no plants with morphological malformations were observed, and with statistically similar (N.S.) 

physiological and biochemical response, in most cases, compared to the lower concentration (25 mg L-1) 

and the control treatment.
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1. Introducción 

La producción alimentaria requiere desarrollar e implementar tecnologías innovadoras y 

sustentables que permitan satisfacer la demanda creciente de alimento, ya que se requerirá incrementar al 

menos en un 50 % los rendimientos agrícolas dentro de los siguientes 30 años (FAO, 2017). El uso 

indiscriminado de agroquímicos sintéticos (AQS; fertilizantes y plaguicidas), ha sido una práctica común 

desde la década de 1950 para incrementar el rendimiento en la producción de alimentos. Actualmente el alto 

costo de los AQS y su impacto negativo sobre los diferentes ecosistemas, generan un replanteamiento sobre 

la integración tecnológica para reducir el efecto negativo sobre los 3 recursos naturales más importantes 

para la agricultura: suelo, agua y atmósfera (IPCC, 2014). La condición alterada de los agroecosistemas les 

ha convertido en dependientes de la provisión de energía externa (fertilizantes, plaguicidas, etc.), en caso 

de suspender esta provisión, el equilibrio que favorece una tasa de producción agrícola aceptable se rompe, 

reduciendo la biodisponibilidad de nutrientes, y en consecuencia su asimilación, llevando al sistema 

completo a un estado crítico, que resulta en pérdidas productivas. Por ello, es importante integrar formas 

más eficientes de aprovechamiento de los insumos, como pueden ser los nanomateriales (NMs) utilizados 

como fertilizantes y plaguicidas (Zita, 2013; Chhipa, 2017; Van Emden et al., 2017). 

Los NMs surgen como un avance tecnológico, que puede transformar y mejorar la agricultura 

contribuyendo a la adaptación de las diferentes especies agrícolas a entornos de producción no ideales y, 

lograr una fertilización o control fitosanitario adecuados en los cultivos con menor cantidad de producto 

empleado, al cambiar el tamaño de la estructura componente del ingrediente activo es posible reducir las 

dosis de aplicación dada la incrementada proporción de producto absorbido con relación al producto 

residual, definido como aquel que queda depositado en sitios u organismos no objetivos (Lira et al., 2016; 

Raliya et al., 2018). 

Con el aprovechamiento de la Nanotecnología (NT) en la agricultura es posible desarrollar 

nanofertilizantes, nanopesticidas, nanoherbicidas y nanosensores (Lira et al., 2018). Sin embargo, previo a 

la validación comercial de esta tecnología es necesario conocer y proyectar las condiciones de interacción 

de estos NMs con los sistemas vegetales para prevenir algún efecto adverso en los ecosistemas. Para ello, 

se han propuesto métodos demostrativos que, hasta el momento, la gran mayoría dejan de lado la dinámica 

metabólica de las plantas y los ajustes que tuvieron lugar dentro de las diferentes rutas bioquímicas para 

lograr su adaptación ante la interacción con los NMs (Dimkpa et al., 2012). Siendo esta la razón, de 

búsqueda hacia otros métodos que brinden explicaciones más específicas, con apego a una perspectiva 

integral. 
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La presente investigación se abordó desde un enfoque fisiológico, bioquímico y proteómico que 

permitió vislumbrar y explicar la interacción de la planta con dos NMs de diferente naturaleza; uno derivado 

del carbono (grafeno) y otro de origen metálico (NPs CuO). La explicación resultante fue concebida bajo 

una perspectiva de estímulo-respuesta, diferenciada por del grado de estrés vinculado al incremento de H2O2 

intracelular (ERO) y a la capacidad antioxidante (enzimática y no enzimática) ante la presencia de los NMs 

en el sistema; complementándose de manera paralela con la descripción de las principales rutas metabólicas 

percibidas mediante patrones proteómicos diferenciales y reflejadas en cambios morfofisiológicos en los 

diferentes órganos de las plantas de Cucurbita pepo var. Zucchini. Esto con el propósito de comprender los 

potenciales mecanismos de activación sobre los que actúan estos NMs en plantas de importancia económica 

como la calabacita, sirviendo de referencia para una futura búsqueda hacia una explicación concreta e 

integral sobre la relación NMs-estímulo/estrés oxidativo y cambios morfo-fisiológicos asociados.
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2. Antecedentes 

2.1 La nanotecnología 

La NT es una ciencia interdisciplinaria que tiene como principal característica el empleo de objetos 

a escala nanométrica como las NPs; éstas son estructuras comprendidas en una dimensión de 10-9 m en al 

menos una de sus dimensiones conformacionales (x, y o z) (Zhang et al., 2016). La dinámica que confiere 

la escala nanométrica a los materiales en general, es diferente en comparación a la que se puede percibir en 

aquellos bajo una escala micrométrica (10-6) o macrométrica ( > 10-3), debido a la alteración de sus 

propiedades físico-químicas, como el incremento en su área superficial y un efecto a nivel cuántico, que por 

un confinamiento electrónico, da lugar a una mayor reactividad; esto visto desde un punto de eficiencia, 

permite emplear una menor cantidad de reactivo para provocar efectos similares en comparación con el 

compuesto de tamaño micro o macromolecular (Figura 1). De esta manera los NMs se constituyen como 

unidades que vinculan 2 tipos de comportamiento, uno que obedece a patrones atómicos y otro a patrones 

moleculares (Nasir et al., 2015). 

 

 

Figura 1. Escala de conversión nano-micrométrica. 

(Adaptada de Nasir et al., 2015). 

 

2.2 Clasificación de los nanomateriales 

Ésta se basa en el número de dimensiones conformacionales (x, y, z) que se encuentran por encima 

de los 100 nm; por ejemplo, las partículas cero-dimensionales, son aquellas donde los 3 planos o 

dimensiones son menores a 100 nm; en los unidimensionales, uno de sus planos (x, y o z) excede los 100 

nm; los bidimensionales van a superar los 100 nm en dos de sus planos y los tridimensionales son aquellos 

en los cuales, los 3 planos componentes de la estructura se encuentren por encima de 100 nm, pero dan lugar 

a la formación de nanoespacios como en el caso de la zeolita (Rao et al., 2012). Otra clasificación depende 

de su origen, en ésta se reconocen 3 tipos: naturales, incidentales y de ingeniería (Kole et al., 2016). En este 
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último grupo se pueden distinguir 2 categorías: orgánicas e inorgánicas, como NPs orgánicas se encuentran 

las lipídicas, biopoliméricas y de carbono (grafeno, nanotubos de carbono, fulerenos, etc.); constituyendo 

el segundo grupo se encuentran las partículas metálicas, no metálicas y semiconductoras (Bao, 2013; 

Gregorczyk et al., 2016). Para la obtención de estas NPs, en el caso de las orgánicas se pueden emplear 

métodos, como: polimerización por emulsión, precipitación o secado; si el tipo de NPs a obtener es de 

naturaleza inorgánica, entonces se puede emplear el método: “top down” o “buttom- up”, donde el primero 

está basado en la reducción de tamaño de las partículas por trituración con la aplicación de energía mecánica, 

mientras que el segundo, da lugar a la formación de NPs de síntesis a partir de sus unidades 

conformacionales y puede tener lugar dentro de una fase de vaporización o una líquida (Wijesena et al., 

2015). 

2.3 Aplicación de los nanomateriales en la agricultura 

La búsqueda permanente sobre mejorar el aprovechamiento energético de los insumos dentro de los 

agroecosistemas mediante el incremento de su eficiencia, brinda una gran oportunidad para implementar la 

NT en el sector agrícola, mediante su modificación estructural, reduciendo su tamaño y brindando una 

mayor capacidad de reacción dentro de las unidades biológicas, que en este caso son las células y tejidos 

vegetales (Lira-Saldívar et al., 2018; Karn et al., 2018), haciendo factible una mejor adaptación a entornos 

de condiciones no ideales, mediante la aplicación de nanoestimulantes (NMs derivados del carbono) o bien 

los nanofertilizantes (NPs metálicas) (Liu, 2015; Chhipa, 2017). 

2.4 Nanomateriales de carbono 

El interés del estudio sobre los NMs derivados del carbono y en especial del grafeno en plantas 

agrícolas, surge debido a la trascendencia ecológica de la deposición final de este NM al utilizarse a gran 

escala en la fabricación de dispositivos electrónicos de uso experimental, industrial y doméstico; 

encontrándose un potencial efecto como promotor del crecimiento en especies vegetales (He et al., 2018). 

El grafeno es un alótropo de segundo orden, derivado del grafito, que se forma a partir de la unión 

de diversos átomos de carbono tras una hibridación especial (Battye et al., 2017). Hay 2 alótropos de primer 

orden con estructura cristalina (patrón de hibridación exclusivo sp3 o sp2) de este elemento (carbono), el 

diamante y el grafito; éste último resulta de la superposición de unidades laminares finas de carbono, 

desplegadas en un patrón hexagonal continuo semejante a un panal (Grafeno; Figura 2), en retrospectiva, si 

estas láminas se separan entre sí y se aíslan, se obtiene el grafeno (Vajtai, 2013). Por otro lado, si el patrón 

de hibridación no es homogéneo, se obtendría un alótropo amorfo; el cual tiene un uso común como 

combustible (fogatas) (Vajtai, 2013). 
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Figura 2. Estructura molecular del grafeno. 

Imagen tomada de Google (2017). 

Dentro de la estructura bidimensional del grafeno (sus planos x/y se encuentran fuera de la escala 

nanométrica), el alto de la lámina (dimensión z) es la que le admite en la categoría “nano”, que corresponde 

al ancho de los átomos de carbono (Vajtai, 2013). Su patrón de hibridación sp2, permite la formación de 

pliegues o zonas corrugadas que le pueden dar al grafeno una mayor altura (sin salir de la escala nano) y 

este fenómeno es lo que le brinda gran estabilidad energética y estructural, ya que fungen como depósitos 

del exceso de energía, que le permiten tener propiedades particulares, como es su gran área superficial de 

2,630 m2 g-1, la formación de una red deslocalizada de electrones, confiriéndole facultades bipolares 

(capacidad de aceptar y donar electrones en un flujo constante) (Wang, 2011; Freitag, 2015). Al ser un NM 

inorgánico el grafeno se puede obtener por 3 métodos: 1) Exfoliación mecánica o por sonicación en un 

solvente (agua o polietilenglicol). 2) Deposición química de vapor, o 3) Por descomposición del carburo de 

silicio SiC) (Vajtai, 2013). El grafeno a su vez, también puede dar lugar a formas alótropas (con el mismo 

patrón de hibridación sp2) y diferentes escalas dimensionales; como en la clasificación general, si dicha 

escala sólo escapa en un plano dimensional el rango nanométrico (1-D), se hablará de nanotubos de carbono 

(NTC); si ningún plano escapa de la escala nanométrica entonces es posible concebir estructuras como el 

fulereno (Figura 3) (Vajtai, 2013; Freitag, 2015; Tang et al., 2015). 
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Figura 3. Alótropos del grafeno (Modificada de Hoffmann et al., 2016). 

1-D nanotubos de carbón, 2-D láminas de grafeno y 0-D fulerenos. 

Algunos resultados sobre la interacción de estos NMs con plantas de interés agrícola, son un efecto 

promotor de crecimiento, mayor nodulación y actividad nitrogenasa en el sistema Rhizobium-leguminosas 

(Khodakovskaya, 2013; Lahiani et al. 2018; Yuan et al., 2017). De los puntos fundamentales para impulsar 

en una mayor proporción la implementación de esta tecnología, se encuentra el establecer las 

concentraciones, momentos y vías de aplicación adecuados, en dónde los NMs tengan su máximo efecto 

biológico benéfico y con ello, contribuir a la meta global de cualquier investigación agrícola aplicada, que 

es el incremento de productividad por unidad de superficie (Kole et al., 2016). 

 

2.5 Efecto del grafeno en la germinación de semillas y crecimiento de las plantas 

Zhang et al. (2015) analizaron el efecto del grafeno en la germinación de semillas de tomate y 

encontraron que aquellas  tratadas con grafeno germinaron antes que las semillas del tratamiento control; 

debido a que el grafeno penetró fácilmente la testa de las semillas y se incorporó en los cotiledones, plúmula 

y radícula; la ruptura de la testa a la entrada del grafeno, facilitó la absorción de agua, detonando con mayor 

rapidez los procesos consecutivos inherentes a la germinación (imbibición, hidratación enzimática y 

emergencia de radícula) (Bewley et al., 2013), logrando además de una emergencia prematura, una mayor 

tasa de germinación (El-Maarouf et al., 2015). 

Liu et al. (2015) estudiaron los efectos del grafeno sobre la germinación de las semillas y el 

crecimiento de las plántulas de arroz. En las semillas que fueron tratadas con soluciones de grafeno a altas 
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concentraciones (> 100 mg L-1), se observó un efecto contrario a lo reportado por Zhang et al. (2015), donde 

la velocidad de germinación se redujo y el crecimiento tanto de la radícula y plúmula resultaron afectados 

en comparación con las concentraciones menores (5 mg L-1) y el tratamiento control. En cuanto a la 

morfología de las plántulas se observó una afectación importante en la longitud de la raíz, tallo, raíces 

adventicias y biomasa en general. Sin embargo, al tratar las semillas con una concentración de 5 mg L-1 de 

grafeno durante 16 días, se observaron efectos positivos sobre el número de raíces adventicias, la biomasa 

fresca de la raíz y de la parte visible sobre el suelo. Cabe destacar que todas las variables de respuesta 

propuestas en su investigación mostraron un decremento significativo bajo concentraciones de 100 y 200 

mg L-1, indicando que, a concentraciones altas y tiempos prolongados de exposición, el grafeno inhibe la 

morfogénesis de las plántulas de arroz. Pero el mecanismo por el cual el grafeno en dosis de 5 mg L-1 mejora 

parte de los índices de crecimiento aún necesita más estudio para su completa comprensión. 

Por otro lado, el estudio de Anjum et al. (2014) reveló que los efectos del óxido de grafeno (OG) 

en la germinación de Vicia faba fueron dependientes de la concentración y que esos resultados fueron tanto 

positivos como negativos. Los impactos negativos significativos de las concentraciones de OG (ordenados 

por la magnitud del efecto: 1600> 200> 100 mg L-1) correspondieron con disminuciones en el crecimiento 

y la actividad de las enzimas que descomponen el H2O2 (ascorbato peroxidasa, APX; catalasa, CAT), dando 

lugar a un incremento en su concentración y de manera paralela también a aumentos en los niveles de fuga 

de electrolitos (EL) y oxidación de lípidos y proteínas. Los impactos positivos de 400 y 800 mg de OG L-1 

incluyeron mejoras significativas en el balance redox de las plantas V. faba indicado por niveles disminuidos 

de fuga de EL, H2O2 y oxidación de lípidos y proteínas, derivado de una mayor actividad enzimática (APX 

y CAT) y un aumento en el contenido de prolina. En general, los efectos positivos de estas dos 

concentraciones de OG (800> 400 mg L-1) en plántulas de V. faba permiten sugerir la necesidad que se 

realicen estudios adicionales. 

Hu y Zhou (2014) reportaron un nuevo y biocompatible grafeno hidratado (HGR), el cual promovió  

la germinación de semillas envejecidas por dos años. En comparación con grafeno y óxido de grafeno (OG), 

el HGR aumentó la germinación de semillas en 15 % la diferenciación de raíces entre el 52 y 59 % y mejoró 

la resistencia al estrés oxidativo. El análisis de metabolómica reveló que el HGR regulaba el metabolismo 

de carbohidratos, aminoácidos y ácidos grasos involucrados en el metabolismo secundario, así como el 

secuestro de nitrógeno, la integridad de la membrana celular, la permeabilidad y la resistencia a la oxidación. 

Estudiando los efectos de los NMs de carbono de diversas dimensiones (nanotubos de carbono, C60 

y grafeno) en la germinación de las semillas de arroz, Nair et al. (2012) observaron un aumento pronunciado 

en su tasa de germinación en presencia de  nanotubos. También se apreció un mayor contenido de agua en 
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las semillas tratadas con NMs de carbono durante la germinación en comparación con los controles. Las 

semillas germinadas se cultivaron en un medio de crecimiento suplementado con NMs de carbono para 

estudiar su impacto en el crecimiento de las plántulas, evidenciando que las plántulas tratadas fueron más 

saludables con sistemas de raíces y brotes bien desarrollados en comparación con las plántulas control. 

2.6 Nanomateriales metálicos: Nanopartículas de óxido de cobre 

Para hacer mención sobre la importancia potencial de estos NMs, hay que considerar  la necesidad 

de cualquier sistema agrícola intensivo, que es mantener un adecuado nivel de nutrición en las plantas, esto 

se refiere a proveer en las cantidades adecuadas los 16 elementos químicos (C, H, O, N, P, K, S, Ca, Mg, 

Cu, Zn, Fe, Mn, B, Mo y Cl) que requieren para desarrollar su ciclo vital de manera exitosa y lleven a cabo 

su metabolismo sin alteraciones fisiológicas que demeriten sus funciones generales, destacando que cada 

especie va a requerir de estos elementos en diferente proporción (Marschner, 2011). En este sentido, las NPs 

metálicas tienen un potencial aprovechamiento como fuente de algunos nutrientes metálicos como Cu, Fe y 

Zn; se han probado hasta la fecha en diferentes especies de grano básico como arroz, maíz, trigo y soya; en 

hortalizas (lechuga, pepino, rábano, tomate, zanahoria, berenjena, etc.); forrajeras e industriales como 

alfalfa, trébol y algodón; en otras leguminosas como garbanzo y haba (Du et al., 2017). 

El cobre (Cu) es un elemento que por sus propiedades (metálicas) se ubica dentro del bloque D de 

la tabla periódica, denotando facultades para intervenir fácilmente en reacciones de óxido-reducción 

(Buchanan et al., 2012). Estas facultades dentro de los sistemas vegetales son aprovechadas, i.e. en las 

enzimas donde algunos metales como el Cu intervienen como activadores (co-factores; Nelson y Cox, 

2004). Este metal en específico (Cu)  se encuentra directamente ligado al metabolismo celular, si este 

elemento está ausente, la planta sería incapaz de completar su ciclo biológico adecuadamente (Marschner, 

2011); como ejemplo de su participación específica en el metabolismo vegetal se puede mencionar su 

función conjunta con la plastocianina, enzima transportadora de electrones que se encarga de oxidar al 

citocromo F que forma parte del fotosistema I, contribuyendo en una translocación de protones para generar 

el gradiente de pH necesario, que da lugar a la síntesis de adenosin-trifosfato (ATP) (Marschner, 2011; 

Buchanan et al., 2012); otro ejemplo se puede encontrar en las mitocondrias, específicamente en el complejo 

enzimático III que interviene en el proceso de respiración para también obtener energía (ATP) (Buchanan 

et al., 2012). Si bien el Cu es cofactor en enzimas que sirven para la obtención de ATP, también puede ser 

cofactor de algunas con funciones antioxidantes como la superóxido-dismutasa (SOD), la cual forma parte 

del complejo enzimático antioxidante en respuesta a la presencia de ERO, responsables del estrés oxidativo 

en las células (Buchanan et al., 2012). Por la cantidad que requiere la planta de este elemento, se le considera 

como un micronutriente, la mayoría de los cultivos de importancia agronómica demandan aproximadamente 
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6 mg de Cu*kg de biomasa seca-1 (Marschner, 2011), sin embargo, hay que recordar que la demanda puede 

cambiar dependiendo de la especie y de las condiciones del agroecosistema (Marschner, 2011). 

El impulso del cobre en su escala nanométrica en forma de NPs de óxido de cobre (NPs CuO) se 

debe en gran parte a su abundancia natural, producción de bajo costo, naturaleza no tóxica y buena 

conductividad eléctrica (Dimkpa et al., 2012). Algunos de los avances experimentales de múltiples 

bioensayos con este tipo de NPs en especies agrícolas se presentan de manera resumida en el Cuadro 1. 

Cuadro 1. Efecto de nanopartículas de óxido de cobre en plantas de importancia agrícolas.  

Concentración 

(mg L-1) 

Especie 

 

Efecto en plantas Medio de 

crecimiento 

Referencia 

1000 Calabaza 

Reducción de la longitud de 

la raíz y en el contenido de 

biomasa 

Solución 

hidropónica 

Stampoulis 

et al., 2009 

130 y 600 Lechuga 
Incrementó el crecimiento de 

las plantas hasta en 90 % 
Arena 

Shah, 2009 

100 y 500 Calabaza 

Redujo el crecimiento 

promedio de las plantas y su 

transpiración en 65 % 

Suspensión 

Kole et al., 

2016 

5, 15, 30, 45, 60, 

100, 200, 400 y 600 

Soya y 

Garbanzo 

 

Correlación inversa entre la 

concentración y la 

elongación radicular 

Cajas de Petri 

 

Adhikari et 

al., 2012 

20 - 500 

Rábano 

Pepino 

Lechuga 

Reducción en la tasa de 

germinación 
Cajas de Petri 

 

Wu et al., 

2012 

10 y 100 Maíz 
Inhibición de la elongación 

radicular 

Sistema 

hidropónico 

Wang et al., 

2012 

500 Trigo 
Incremento del contenido de 

biomasa 
Arena 

Dimkpa et al., 

2012 

50, 500, 2000 y 

4000 

Trigo 

sarraceno 

Las dos concentraciones más 

altas disminuyeron la 

longitud de la raíz, y la de 

4000 mg L-1 redujo la 

biomasa del tallo 

Cajas de Petri 

 

Lee et al., 

2013 
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40, 80 y 120 Arroz 
Reducción en la tasa de 

germinación 
Suspensión 

Shaw et al., 

2013 

50, 100, 200, 400 y 

500 
Soya 

A 500 mg L-1 se redujo el 

contenido de clorofila 

Medio Murashige 

y Skoog 

Prakash et al., 

2014 

100, 200, 400 y 600 Pepino 

Reducción de la germinación 

e inhibición de la elongación 

radicular 

Cajas de Petri 

 

Moon et al., 

2014 

20, 50, 100, 200 y 

500 

Frijol 

mungo 

Inhibe el desarrollo de la raíz 

y reduce el contenido de 

clorofila 

Medio Murashige 

y Skoog 

Nair et al., 

2014 

5, 10 y 20 

Lechuga 

Alfalfa 

Reducción de la 

germinación, inhibición 

radicular y reducción de 

biomasa 

Sistema 

hidropónico 

 

Hong et al., 

2015 

20 y 80 Cilantro 
Reducción de la germinación 

y elongación del tallo 
Sustrato 

Zuverza et al., 

2015 

20, 50, 100, 200, 

400 y 500 
Mostaza 

Inhibición del crecimiento 

de tallo y raíz 

Medio Murashige 

y Skoog 

Prakash et al., 

2015 

2.5, 10, 50, 100 y 

1000 
Arroz 

Reducción en la tasa de 

germinación, biomasa del 

tallo y contenido de clorofila 

Solución Hoagland 

Da Costa et 

al., 2016 

5 10, 20, 40 y 80 Cebolla 

Inhibición de la elongación 

de la raíz y daño en la zona 

meristemática 

Suspensión 

Deng et al., 

2016 

10 Maíz Incremento de biomasa Semi-hidropónico 
Adhikari et 

al., 2016 

10, 50, 100 y 500 

Tomate 

Col 

Reducción en el contenido 

de clorofila y de azúcar. A 10 

mg kg-1 las plantas de tomate 

incrementaron el contenido 

de esas variables 

Arena 

 

Singh et al., 

2017 

Adaptado de Liu, 2015; Siddiqui et al., 2015; Kole et al., 2016; Chhipa, 2017; Du et al., 2017; Prasad et al., 

2017. Rajput et al., 2018. 

Dentro de los esfuerzos por evaluar el efecto de este micronutriente suministrado en un tamaño 

nanométrico, ha sido posible contribuir a establecer los rangos de concentración adecuados de aplicación, 

además de evaluar diferentes medios de suministro y difusión de las NPs que van desde sistemas 
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hidropónicos, semihidropónicos con soluciones nutritivas modificadas (principalmente Hoagland), en 

medio semisólido (Murashige y Skoog), suelo, sustratos yo en soluciones simples (H2O + NPs) contenidas 

en cajas Petri; sin embargo cabe destacar que la efectividad dependerá de la especie en particular, la vía de 

administración de las NPs y tiempo de contacto (Kole et al., 2016). 

Por ejemplo, en el trabajo de Sabir et al. (2018) se analizó el efecto de diferentes concentraciones 

de NPs Cu en semillas de trigo (Triticum aestivum)  (25, 50, 75 y 100 mg L-1). El mayor porcentaje de 

germinación se observó en semillas tratadas con bajas concentraciones (25 y 50 mg L-1). Además, se registró 

un aumento significativo en la biomasa fresca y seca de la raíz, la longitud de esta y el crecimiento radicular 

a esas concentraciones bajas, en comparación con el control. Sin embargo, el tratamiento con NPs Cu con 

dosis superiores a 75 mg L-1 mostró una germinación tardía y un efecto inhibitorio general sobre el 

crecimiento de las plántulas. Los resultados de este experimento fueron discordantes, ya que revelaron que 

la aplicación de NPs Cu mejoró la germinación en trigo, pero también llego a causar fitotoxicidad. Por su 

parte, Singh et al. (2017), señalaron que el efecto en la germinación y promoción del crecimiento de plantas 

de Vigna radiata, mostró que la germinación máxima fue registrada con 100 mg L-1 de NPs CuO; mientras 

que los iones de cobre mostraron efectos adversos sobre el crecimiento de las raíces. Este informe demuestra 

el efecto positivo de las NPs CuO en la germinación de semillas, en el crecimiento y la nutrición; por lo 

tanto, las NPs CuO podrían usarse como un nanofertilizante después de ensayos extensivos adicionales en 

vivero. 

Passam et al. (2007) informaron que el Cu en concentraciones de 10-14 a 10-16 M son requeridas para 

el desarrollo normal de la planta, por debajo de las cuales se produce la deficiencia. La deficiencia y 

fitotoxicidad de Cu en las plantas se expresa en hojas rizadas; pecíolos doblados hacia abajo y clorosis 

ligera, así como pérdida permanente de turgencia en las hojas jóvenes; y a nivel fisiológico, lo que ocurre 

es una inhibición del crecimiento, interferencias en la fotosíntesis, fotorrespiración y aumenta el estrés 

oxidativo (Yruela, 2005; Passam et al., 2007; Manceau et al., 2008). 

Con el uso extensivo de las NPs CuO ha aumentado la preocupación sobre su posible impacto tóxico 

en el ecosistema y la salud humana debido a su incorporación en diferentes productos al ambiente (Chen et 

al. 2012; Nair y Chung, 2014). Aunque, por otro lado, semillas tratadas con bajas concentraciones de NPs 

CuO han mostrado efectos significativos a favor de la producción de biomasa (Lira et al., 2018). El efecto 

de las NP de Cu en las células vegetales no se ha estudiado suficientemente y los resultados disponibles son 

algo contradictorios. Por un lado, pueden ejercer su impacto tóxico al penetrar la célula directamente, 

aparentemente al causar daño oxidativo a las estructuras y moléculas celulares (Garnett, 2007; Lee et al., 

2008) y, por otro lado, han mostrado efectos positivos sobre la germinación (Shah y Belozerova, 2009). 
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Los productos convencionales a base de Cu son ampliamente utilizados para hacer un manejo 

preventivo y/o correctivo ante la presencia de enfermedades, principalmente causadas por microorganismos 

fitopatógenos mediante un modo de acción múltiple (generación de radicales OH- que dañan diferentes 

biomoléculas; Haq y Ijaz, 2019) por lo que la probabilidad de generar resistencia es mínima (Malandrakis 

et al., 2019) y al promover la aplicación de nanocompuestos a base de Cu, se reduce la posibilidad de tener 

deposiciones residuales en lugares no objetivo y se incrementa la eficiencia de las aplicaciones al no tener 

barrera física que limite su ingreso a la planta, destacando la característica dual de este elemento que funge 

de fungicida/bactericida y nutriente (Shang et al., 2019) dotando así de una protección cruzada a los cultivos, 

incrementando la eficiencia de la función del Cu y reduciendo la deposición residual de agroquímicos de 

composición macromolecular, que llega a alcanzar tasas de desperdicio equivalentes al 90 % del producto 

aplicado (Shang et al., 2019; Park et al., 2016). Su eficiencia ha quedado corroborada, como en el caso de 

las NPs Cu contra la mancha bacteriana en arroz y en otro bioensayo con frijol mungo (Haq y Ijaz, 2019). 

 

2.7 Interacción de los nanomateriales con los sistemas vegetales 

El ingreso de los NMs no tiene restricción por parte de los mecanismos que fungen como barrera 

física en los diferentes niveles de la estructura vegetal, como son los diferentes puntos de acceso a las 

células, ya sean los estomas (aproximadamente 10 m; Franks et al., 2007), plasmodesmos (50 nm; Ueki et 

al., 2014), espacios libres de Donnan y canales transportadores de las membranas. Esto debido a las 

dimensiones espaciales características de los materiales nanométricos, ya que al ser de menor tamaño que 

los poros antes mencionados, tienen la facultad de transitar desde el exterior por el apoplasto y simplasto 

hasta el interior del citoplasma (Adhikari, 2012; Buchanan et al., 2012; Liu et al., 2015; Chhipa, 2017). 

El ingreso de los NMs representa una condición de estrés al sistema vegetal, las plantas están en 

permanente interacción con el ambiente dentro de una dinámica que tiende a conservar un equilibrio 

(homeostasis) en todos sus niveles de organización, debido a procesos adaptativos y de evolución, las 

plantas han logrado desarrollar cierto grado de sensibilidad en su nivel más elemental, el celular; este grado 

de sensibilidad se deriva de diversos tipos de gradientes (hídricos, químicos y eléctricos) entre los diferentes 

compartimientos (apoplasto, simplasto, membranas, citoplasma y organelos), los que en conjunto permiten 

con la intervención de proteínas específicas, presentes en sus membranas (para el caso de citoplasma y 

organelos), percibir alteraciones en una o varias condiciones ambientales dadas, activando en consecuencia 

respuestas metabólicas que originan mecanismos de ajuste que se traducen en estrategias para tratar de 

alcanzar un nuevo estado de equilibrio que le permita sobrevivir y concretar su ciclo biológico (Gupta et 

al., 2016). 
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El ambiente va a estar conformado por 2 tipos de factores, que pueden a su vez, dar lugar a dos tipos 

de estrés dependiendo del tipo de factor que lo induzca: biótico o abiótico (Verslues et al., 2006). Dentro 

del primero se encuentran todos los organismos que son objeto de estudio de la entomología (artrópodos), 

fitopatología (enfermedades) y malherbología (especies arvenses). En cambio, como factores abióticos se 

consideran: la temperatura, humedad, luz (fotoperiodo), presión, disponibilidad de agua, oxígeno, carbono, 

pH; fertilidad del suelo o sustrato y concentración de sales (Mantri et al., 2012; Mosa et al., 2017). Hay un 

rango dentro de los diferentes parámetros de los factores mencionados en los cuáles el desarrollo de la planta 

de interés será óptimo y sus procesos metabólicos más eficientes; sin embargo, si hay una alteración 

significativa en alguno de los factores mencionados, el estado de equilibrio con la planta se logrará según 

el grado de alteración lo permita, llevando con ello una serie de ajustes intrínsecos dirigidos a garantizar la 

continuidad de los procesos metabólicos vitales, que garanticen la supervivencia de la especie (Buchanan et 

al., 2012). La percepción del cambio en el entorno (tipo biótico o abiótico) por parte de la planta va a 

implicar la generación de un estímulo conjugado iniciado por una descompensación iónica y por una 

desregulación osmótica, que de ser sostenida provocará una producción atípica de ERO, dando lugar al 

estrés oxidativo (Ahmad et al., 2012; Mosa et al., 2017); dicha percepción debe considerar dos condiciones 

diferentes para la planta, una, donde el estado de equilibrio alcanzado hace que la integridad de la planta 

esté comprometida (últimas etapas del estrés oxidativo) y otro, donde esta condición funja como plataforma 

para inducir una respuesta agronómicamente deseada (sobrecompensación). Lo anterior caracterizado por 

un incremento en la actividad antioxidante y la tasa de procesos anabólicos que dan lugar a una mayor 

producción de biomasa (Figura 4), siendo únicamente posible dentro de la primera etapa del estrés que se 

describirá más adelante (Mosa et al., 2017). Estos ajustes derivados de una condición de estrés provocada 

por algunos de los factores abióticos han sido la clave para lograr desarrollar técnicas de producción 

intensivas más eficientes, que traen consigo un incremento en el rendimiento de los cultivos (Engin et al., 

2015; Mosa et al., 2017). 
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Figura 4. Curva característica de la relación estrés vs. rendimiento agrícola.  

Donde en la región de sobrecompensación es posible observar una obtención de mayores rendimientos 

(Adaptado de Mosa et al., 2017). 

2.8  Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo tiene lugar cuando la planta se encuentra de forma sostenida bajo una condición 

que queda fuera del rango óptimo para su desarrollo, comenzando así con una serie de reducciones del O2, 

dando lugar a una producción atípica a nivel celular de diferentes especies químicas inestables de oxígeno 

con gran capacidad de reacción, conocidas como ERO: ejemplo de éstas son: el ion superóxido (O2
−), 

peróxido de hidrógeno (H2O2), oxígeno singulete (1O2), y el ion hidroxilo (OH-) (Sunkar, 2010). El grado 

de estrés oxidativo generado puede dividirse en 3 etapas caracterizadas por eventos metabólicos definidos 

(Gupta et al., 2016): 

1. Desbalance iónico por desregulación en la disponibilidad de electrones en el medio. 

Una condición de sobrecompensación será posible sólo en esta fase. 

2. Daño oxidativo. Es perceptible visualmente, derivado de la afectación en proteínas 

y lípidos (oxidación y peroxidación, respectivamente), así como en la ruta de síntesis de clorofila, 

provocando una fotoinhibición. 

3. Muerte celular (necrosis o apoptosis). Ocurre cuando el daño ha logrado afectar al 

ADN. 

Para que las plantas tengan la capacidad de activar su mecanismo de respuesta ante la presencia de 

ERO, tiene que haber en principio una señal propagada en el interior de la célula que dé como resultado la 

síntesis de proteínas funcionales, de regulación (enzimas antioxidantes); su funcionalización; o bien, la 

síntesis de un compuesto antioxidante (Mosa et al., 2017). La forma de cómo ese estímulo se filtra por las 

barreras celulares hasta llegar al citoplasma y organelos involucrados, en inicio implica la comunicación 

entre el apoplasto y el citoplasma, la cual es posible debido a un gradiente en la concentración de Ca+2 que 

desencadena la participación de proteínas receptoras de dicha señal y su fosforilación ; donde la 

concentración de Ca+2 está ligada, entre otros factores a la presencia de ERO, así las proteínas que se 

fosforilan (kinasas) o desfosforilan según el caso, a su vez, activan una fosforilación subsiguiente en otra 

proteína, generando una reacción en cadena hasta que dicho estímulo llega a convertirse en una respuesta 

de activación de diversas rutas metabólicas antioxidantes que lleven de nuevo a recuperar la homeostasis 

celular (Gupta et al., 2016; Gerth et al., 2017). El rumbo que pueden tomar en un principio dichas rutas 

depende si en éstas hay enzimas antioxidantes involucradas o no, reconociendo así dos condiciones 
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generales del proceso: uno enzimático y otro no enzimático (Buchanan et al., 2012; Gupta et al., 2016; Mosa 

et al., 2017). 

2.8.1 Respuesta antioxidante 

Este proceso tiene como principal objetivo procurar el balance redox en ciertos organelos como: 

cloroplastos mitocondrias, peroxisomas, glioxisomas y también en el citosol; para el caso del primer tipo de 

respuesta anteriormente mencionada (enzimática), las enzimas se encargarán de llevar a cabo la catálisis de 

la conversión de las ERO en especies inocuas (Sunkar, 2010; Katoch, 2011; Gupta et al., 2016). La presencia 

prolongada de ERO provoca la oxidación de compuestos que van desde el nivel más simple como los 

metabolitos, hasta estructuras más complejas como las biomoléculas (proteínas, lípidos, ácidos nucleicos, 

etc.), siendo de éstas, los ácidos grasos (lípidos de las membranas) los primeros afectados (Sunkar, 2010; 

Adhikari, 2012; Buchanan et al., 2012). Ante este escenario, la condición homeostática en la célula obliga 

a la generación de un efecto contrarrestante, donde si participan enzimas, lo harán mediante la intervención 

de diferentes complejos conformados principalmente por peroxidasas (POX), catalasas (CAT), superóxido 

dismutasas (SOD), ascorbato-peroxidasas (APX) entre otras; las reacciones de tres de las cuatro enzimas 

mencionadas, tendrán como productos finales agua y oxígeno (H2O y O2), en el caso de la reacción 

catalizada por las superóxido dismutasas, el producto intermedio obtenido será H2O2, que posteriormente se 

convierte en sustrato para la intervención de las peroxidasas (Buchanan et al., 2012; Mittler, 2017).Hay 

casos en los que la condición de estrés es sostenida y el conjunto antioxidante no logra la total conversión a 

H2O y O2, entonces tiene lugar un equilibrio celular alejado del estado óptimo pero que permite a las células 

llevar a cabo sus funciones anabólicas vitales como la fotosíntesis y síntesis de proteínas de manera regular; 

en este punto se presentará una condición generalizada de reducción de moléculas de alta masa molecular 

(e.g. glucosa, sacarosa, complejos proteicos completos y lípidos), aumentando aquellas de baja masa 

molecular (e.g. prolina, ciertas proteínas, glicina betaína, manitol y sorbitol) (Ahmad et al., 2012). La 

respuesta no enzimática involucra la reducción de metabolitos lipofílicos como tocoferoles, carotenoides y 

otros metabolitos secundarios (fenoles, flavonoides, alcaloides, etc.) (Vera et al., 2015), o bien lipófobos 

como el ascorbato y el glutatión, para evitar las reducciones parciales o sucesivas del oxígeno (O2) que dan 

lugar a diferentes ERO (Lodeyro et al., 2015; Courtney et al., 2016). 

2.9 Técnicas de evaluación de los nanomateriales en sistemas vegetales de interés agrícola. 

El efecto de los NMs en general se ha estudiado en diversas especies de interés agrícola (Kole et 

al., 2016); donde se ha observado un efecto positivo en la tasa de germinación, vigor de la plántula e 

incremento en la actividad fotosintética (Arruda; Grillo, 2015; Barrios et al.; Zuverza et al., 2016). Al 

respecto, cabe destacar que la mayoría de los estudios se realizan en etapas fenológicas tempranas de los 
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cultivos (i.e. germinación y nivel plántula), a través de la medición de los atributos morfo-fisiológicos (Kole 

et al., 2016). Para el caso específico de los materiales grafénicos, dada su facultad de constituirse como 

matrices de intercambio electrónico, ha sido posible observar en los tejidos vegetales tratados, un 

incremento de la capacidad de retención de agua por parte de las células, debido a una mayor presencia de 

acuaporinas en las membranas (plasmática y tonoplasto; Khodakovskaya et al., 2013) y mayor capacidad 

fotosintética, que deriva en una mayor producción de biomasa (Kole et al., 2016). 

La identificación de fenotipos mejor adaptados ante diversas condiciones ambientales ha sido una 

actividad persistente dentro de las investigaciones agronómicas, destacando que un genotipo idéntico puede 

presentar más de un fenotipo ante diferentes condiciones ambientales (Kumar et al., 2015); marcando con 

ello, la apertura hacia la búsqueda de la respuesta sobre los mecanismos reguladores del genoma en función 

del ambiente (observables a través de una expresión fenotípica diferenciada) (Engin et al., 2015). 

Reconociendo al ambiente como factor limitante en la producción agrícola, surgieron diferentes líneas de 

enfoque dirigidas a explicar de forma concreta su sobre el fenotipo, mejor conocidas como ciencias “omics” 

(genómica, transcriptómica, proteómica y metabolómica) (Shahzad et al., 2016); donde en el caso de la 

genómica, se busca descifrar el enigma a partir de la relación en la expresión de ciertos genes ante 

condiciones cambiantes en el ambiente; por su parte la transcriptómica, lo pretende desde la función de sus 

transcritos (RNAm -ácido ribonucleico mensajero), la proteómica desde la dinámica entre sus proteínas y 

la metabolómica desde la presencia diferencial en la concentración de metabolitos en los diferentes niveles 

de organización de la planta (Barh et al., 2015). Es importante no perder una perspectiva amplia e integrativa 

sobre la interacción y utilidad de cada una de las “omics”. Sin embargo, la ventaja de la proteómica es que 

considera ya la fracción funcional de genes y transcritos, recordando que el fin de éstos, es dar lugar a la 

síntesis o expresión de una proteína (Aydin et al., 2016); considerando a estas últimas (proteómica) como 

biomoléculas fundamentales de referencia para explicar los cambios derivados de la aplicación de los NMs 

mencionados (grafeno y NP CuO). 

Las proteínas son macromoléculas inherentes a los sistemas biológicos, conformadas por la unión 

de aminoácidos, su función va a estar determinada por las propiedades de éstos. Una característica muy 

importante de estas biomoléculas es que siempre alcanzarán un punto de equilibrio entre las cargas de los 

aminoácidos que las conforman (igual número de cargas positivas y negativas; punto isoeléctrico), este 

punto isoeléctrico se utiliza para identificarlas y clasificarlas correctamente, ya que una clasificación basada 

sólo en un principio de masa es insuficiente, porque varias proteínas pueden presentar la misma masa, pero 

nunca un idéntico punto isoeléctrico. Conjugando ambos principios (cargas y masa), es posible la obtener 

una representación gráfica de todas las proteínas activadas e involucradas en la respuesta metabólica por 
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parte de la planta (patrones proteómicos) ante la variación en cierta condición del ambiente en un momento 

específico (aplicación de NMs), pudiendo encontrar proteínas involucradas en la señalización (kinasas), 

transporte de nutrientes específicos (canales transportadores), síntesis de fitorreguladores y cutina, 

reacciones de óxido-reducción (redox), etc. (Buxbaum, 2015; Barh et al., 2015). La importancia de integrar 

a la proteómica como herramienta de evaluación de NPs en sistemas vegetales, radica en que no hay ruta 

anabólica o catabólica que se lleve a cabo sin la participación de las proteínas, ya sea por su función, 

estructura, señalización, comunicación, etc.; el tipo, estructura y momento en que se exprese un grupo de 

estas biomoléculas, va a arrojar información sobre la interacción del organismo con el ambiente, basada en 

la capacidad que tenga el primero para adaptarse ante cualquier cambio que se presente; en el segundo, una 

nueva organización y dinámica intracelular será posible gracias a la adaptación y/o nueva conformación de 

complejos proteicos; en este caso, dicho factor será representado por la incorporación de NMs en el sistema 

(grafeno y NPs CuO) (Buxbaum, 2015Gupta et al., 2015a; Aydin et al., 2016). 

Si las plantas ante la exposición al grafeno y/o NPs CuO no lograran una condición compensatoria 

de equilibrio adecuada, los signos de daño en los tejidos predominantes observables serán: inhibición del 

crecimiento de la radícula, menor producción de biomasa, necrosis foliar y radicular (Wang, 2012; Mittler, 

2017). De manera paralela, la determinación de la actividad enzimática antioxidante permitirá contar con 

una estimación inicial sobre la tolerancia potencial al estrés inducido por el grafeno y NPs CuO en plantas 

de calabaza. El integrar los resultados de las pruebas fisiológicas, bioquímicas y de proteómica se planteó 

para brindar una explicación más integral de lo ocurrido ante la generación de estrés celular vegetal inducido 

por los NMs mencionados.  
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3.  Hipótesis. 

La aplicación de grafeno y/o nanopartículas de óxido de cobre modificarán las respuestas 

fisiológicas y bioquímicas involucradas en la germinación, el crecimiento y desarrollo de plántulas de C. 

pepo. 

 

4. Objetivo general 

Analizar los cambios fisiológicos y bioquímicos durante la etapa vegetativa de plantas de C. pepo, 

derivados de la aplicación de grafeno y/o NPs CuO, asociándolos con los cambios del perfil proteómico de 

esta cucurbitácea. 

 

4.1.1  Objetivos particulares 

 

 Determinar la concentración de grafeno y/o NPs CuO que tenga un efecto promotor de germinación y 

vigor en semillas de calabacita, mediante un barrido de concentraciones, así como el posible efecto 

fitotóxico de las concentraciones elevadas de estos NMs. 

 Realizar el análisis proteómico diferencial en plántulas de C. pepo que presentaron un cambio 

morfológico importante, expuestas a la aplicación de grafeno y/o NPs CuO, para entender el mecanismo 

de acción por el cual realiza dichos cambios. 

 Analizar el efecto fisiológico del grafeno y de las NPs CuO en el desarrollo de las plantas de calabacita 

crecidas en sustrato, a partir de las dosis identificadas en el bioensayo de geminación, por su efecto en 

los cambios morfológicos en las plántulas de C. pepo. 

 Determinar parámetros bioquímicos asociados a condiciones de estrés: H2O2, clorofila, actividad 

enzimática antioxidante (SOD, POX, APX y CAT) y contenido de prolina dentro de los tejidos 

expuestos directamente a la aplicación del grafeno y NPs CuO a los 25 días después de emergidas, bajo 

condiciones de crecimiento en sustrato con temperatura y fotoperiodo controlados. 
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5. Materiales y Métodos 

5.1  Preparación de las suspensiones de grafeno y nanopartículas de óxido de cobre 

Se utilizó grafeno HD PlasTM de Cheap Tubes Inc., con una longitud de hojuela promedio de 1-3 

µm, un área superficial > 700 m2 g-1, pureza de aproximadamente 99 % en peso y densidad de 2.2 g cm-3. 

Con la finalidad de disminuir el número de capas del grafeno, se le realizó un tratamiento mediante el uso 

de ultrasonido en ausencia de solvente. 

 

Figura 5. Espectroscopía Raman del grafeno utilizado en este trabajo de investigación 

(Diagrama facilitado por Dra. Adriana Espinoza Martínez-CIQA). 

En la Figura 5 se muestra el espectro Raman para el grafeno exfoliado a por ultrasonido, donde es 

posible observar las tres bandas principales: La banda D en 1336 y 1342 cm-1 asociada a la hibridación sp3 

originada por los defectos en la capa de grafeno, la banda G a 1559 y 1566 cm-1 está relacionada con todas 

las formas de carbono sp2 y finalmente la banda 2D a 2692 y 2676 cm-1. 

En el caso de las suspensiones de NPs CuO, se prepararon a partir de material comercial obtenido 

de Nanostructured & Amorphous Materials, Inc., Katy, TX, USA, cuyas principales características se 

muestran en la siguiente figura (6), destacando un tamaño comprendido entre 10 y 60 nm, teniendo un valor 

de moda de 25 nm. 
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Figura 6. Micrografías de las nanopartículas de óxido de cobre.  

a) Forma de las NPs CuO, b) Imagen HRTEM, c) Tamaño promedio de las NPs CuO, d) Patrón 

SAED obtenido del área observada en el panel. 

Con ambos NMs se prepararon suspensiones acuosas con diferentes concentraciones de grafeno y 

NPs CuO. Utilizando para el caso del grafeno, agua desionizada estéril y 100 L de bionex ® (alcohol 

tridecílico polioxietilenado+ nonil fenol polioxietilenado + propilenglicol), como fase dispersante; estos 

últimos, empleados para preparar la solución del tratamiento control (agua + bionex ®). En el caso de las 

suspensiones de las NPs CuO, como fase dispersante solo se empleó agua desionizada estéril. Previo a 

colocar las semillas en imbibición, las suspensiones fueron sometidas a un proceso de sonicación de baño 

(Branson 2510) por un intervalo de tiempo de 10 min. Las concentraciones que se evaluaron estuvieron 

comprendidas en un rango de 0 a 1000 mg L-1 (0, 25, 50, 100, 250, 400, 500, 750 y 1000 mg L-1) para ambos 

NMs. 

5.2  Prueba de germinación estándar - ISTA 

Para realizar este ensayo, las semillas (C. pepo var. Grey Zucchini; Seminis ®) se pusieron a imbibir 

en las diferentes suspensiones de grafeno, NPs CuO y la soluciones control, por 36 h de acuerdo a la curva 

de imbibición realizada (Anexo – A.1), se prepararon las unidades experimentales ("tacos de germinación") 
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donde 25 semillas imbibidas en una misma suspensión (dependiendo del tratamiento), se dispusieron de 

forma alineada entre 2 hojas de papel Anchor húmedo (agua destilada), respetando un margen superior de 

13 cm, externos de 2.5 cm y una distancia entre semillas de 0.5 cm (ver Anexo – A.1); al finalizar la 

colocación de las semillas, las hojas fueron dobladas para formar un “taco”, procurando darle un ancho de 

5 cm, para finalmente colocarlas de manera vertical dentro de bolsas de polietileno transparente y éstas a su 

vez dentro de una canasta bajo condiciones controladas de temperatura en una cámara de crecimiento 

(Equitec) a 25 ± 2 ° C con fotoperiodo de 16 h luz, 8 h oscuridad. El bioensayo consistió en 9 tratamientos 

y 4 repeticiones por tratamiento; considerando como control la solución de agua + bionex ®. Este bioensayo 

fue realizado por triplicado. Para la evaluación de las semillas, la metodología de referencia (Asociación 

Internacional de Evaluación de Semillas; ISTA, 2014) establece 2 momentos para llevarla a cabo, siendo 

específicos para C. pepo, uno al cuarto día después de haber realizado la siembra y el segundo, al octavo 

día. 

En la primera evaluación se cuantificaron las semillas germinadas y las plántulas con un desarrollo 

“normal” dentro de los parámetros estipulados en la metodología (ISTA, 2014). Éstos son: presencia de 

todas las estructuras morfológicas características de una plántula dicotiledónea hasta ese momento (4° día); 

es decir, por parte del sistema radicular: una raíz primaria bien formada y de mayor tamaño que las raíces 

secundarias, gravitropismo definido, inicio del desarrollo de las raíces secundarias; en cuanto a la 

característica más importante que debe cumplir de manera general la plúmula en las plántulas a evaluar en 

la primera sesión, es que su largo debe ser por lo menos 3 veces mayor al largo de la semilla. Al término de 

esta evaluación, los datos sobre el número de semillas germinadas se consideraron para expresar en términos 

relativos el efecto del tratamiento sobre este proceso (germinación) mediante la siguiente ecuación (% G, 

Ecuación 1) (Moukrad et al. 2014). 

% G =
SG x 100

TS
  

(Ecuación 1) 

Donde: 

% G = Porcentaje de germinación. 

SG = Número de semillas germinadas. 

TS = Número de semillas totales. 

 

Para la segunda evaluación (día 8), se obtuvo el número de plántulas con desarrollo normal y 

también de aquellas con un desarrollo anormal (pérdida de dominancia apical radicular, coloración atípica 
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o clorosis, o bien, malformación de tejidos -hipo o hiperplasias-, daño cotiledonear >50 %, enanismo, etc.), 

con el fin de determinar el índice de vigor (%) de las semillas bajo los diferentes tratamientos. Para ello, se 

consideró el número de plántulas que cumplieron con los criterios mencionados en cuanto a la morfología 

“normal” característica de la especie para los periodos establecidos. Los datos obtenidos se procesaron para 

denotar su representación relativa mediante la ecuación 2 (ISTA, 2014). 

V =
PN x 100

TS
  

(Ecuación 2) 

Donde: 

V = Vigor (%). 

PN = Número de plántulas normales. 

TS = Total de semillas. 

Para complementar la información, sobre la germinación se integraron los datos obtenidos de las 

variables: 

- Longitud de plúmula (LP; expresada en mm). 

- Longitud de radícula (LR; expresada en mm). 

- Contenido de biomasa (CB; expresada en mg). 

En cuanto al contenido de biomasa, se realizó registrando la masa en fresco de la plántula completa 

(mg). Posteriormente, las muestras se introdujeron en una estufa de secado, sometiéndolas a una temperatura 

de 72 ° C por 24 h. Transcurrido este periodo, se registró la masa de las muestras (secas) correspondientes. 

Para este ensayo se tomaron 10 plántulas de cada “taco”, es decir de cada repetición, siendo seleccionadas 

de manera aleatoria. 

5.3 Pruebas asociadas al estrés oxidativo 

5.3.1 Determinación cualitativa y cuantitativa de peróxido de hidrógeno 

La detección de H2O2 in situ se llevó a cabo empleando una tinción con 3-3’-diaminobenzidina 

(DAB) de acuerdo con la metodología propuesta por Daudi et al. (2012). El DAB es oxidado por el H2O2 

en colaboración con algunas hemoproteínas, como peroxidasas, para generar un precipitado de color café 

en la región celular que al momento contenga H2O2. 
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Para este ensayo se preparó una solución con DAB (1:1 p/v), Tween 20 (0.1 %) y amortiguador de 

fosfatos (200 mM; pH 6.5). Posteriormente se realizó la separación de las plantas de su sistema radicular; 

el cual fue colocado al interior de una caja de Petri (una raíz/ caja), para después ser cubiertas con la solución 

previamente preparada. Como solución blanco se utilizó amortiguador de fosfatos 200 mM pH 6.5, donde 

fueron depositadas raíces correspondientes a cada uno de los tratamientos; las cajas de Petri fueron 

protegidas de la luz y mantenidas en agitación por un periodo de 6 h a temperatura ambiente. La selección 

de las raíces dentro de cada tratamiento estuvo apegada a un criterio aleatorizado. Transcurrido el tiempo 

mencionado, fueron observadas y fotografiadas con cámara de capacidad convencional, estereoscópica y 

microscópica. 

5.3.2 Determinación de fenoles totales 

Se llevó a cabo de acuerdo con la metodología reportada por Barku et al. (2013). Para obtener el 

extracto de calabacita a utilizar, cada muestra de 200 mg de tejido liofilizado y triturado se introdujo en una 

solución de metanol (80 %), la cual se sonicó durante 15 min en ausencia de luz y posteriormente se 

centrifugó a 1400 rpm por 5 min para colectar el sobrenadante. 

Para la mezcla de reacción se consideró un volumen de 5 mL; un 5 % de extracto (v/v) reactivo de 

Folin ciocalteu (20 % v/v) y 0.7 M de carbonato de sodio. Se incubó en ausencia de luz por 30 min y 

transcurrido este tiempo, se registró su absorbancia espectrofotométrica a 765 nm. Para obtener la cantidad 

de fenoles en equivalentes de catequina (g) presentes por cada gramo de tejido seco se realizó la curva 

estándar utilizando diferentes concentraciones de catequina dentro de un rango de 0-100 g L-1 (y = 0.0013x 

+ 0.0392; ver Anexo: A.3.). 

5.3.3 Cuantificación de prolina 

Se realizó con apego a lo publicado por Abraham et al. (2010). A cada muestra de 500 mg de tejido, 

triturada con nitrógeno líquido y contenida en un tubo de ensayo, le fue agregada una solución al 3 % de 

ácido salicílico frío, para centrifugarse a máxima velocidad durante 5 min; y obtener el extracto de interés 

(sobrenadante); del cual se tomaron 200 µL para preparar la mezcla de reacción (700 µL), que consistió 

además en agregar ácido sulfosalicílico (0.43 %), ácido acético glacial (28.6 %) y ninhidrina acidificada 

(ácido fosfórico 6 M) en la misma proporción volumétrica que el ácido acético glacial; una vez agregada la 

ninhidrina la mezcla fue incubada a 96 ° C por 1 h. La reacción se terminó generando un choque térmico, 

transfiriendo los tubos contenedores a una temperatura de 4 ° C. Una vez que las muestras alcanzaron una 

temperatura constante, se les agregó 1 mL de tolueno para hacer la separación de la fase orgánica, después 

de agitarse vigorosamente, se dejaron en reposo por 5 min a temperatura ambiente. Se registró su 
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absorbancia a 520 nm. Para obtener la cantidad de prolina (g) por cada gramo de tejido de C. pepo, se 

integró la absorbancia como variable dependiente en el modelo obtenido de la curva estándar generada a 

partir de diferentes concentraciones de prolina (0.019, 0.039, 0.059, 0.079, 0.099 mol L-1; ver Anexo - 

A.5). 

5.3.4 Cuantificación de clorofila a, b y total 

El contenido de clorofila se determinó por el método descrito por Abraham et al. (2010). Donde a 

partir de 100 mg de tejido foliar congelado, triturado y suspendido en etanol al 80 %, se generó una alícuota, 

tras centrifugarse a 10,000 rpm por 15 min. Al ser un pigmento fotosensible, fue conservado en condiciones 

de oscuridad hasta ser estimada su absorbancia utilizando un espectrofotómetro (Genesys 10 uv) a una 

longitud de onda para la clorofila a de 645 nm y para la de clorofila b, de 663 nm. 

El contenido total de clorofila se determinó con las siguientes fórmulas: 

Clorofila a = [(12.7 ∗ Absorbancia a 663nm) − (2.63 ∗ Absorbancia a 645 nm)] ∗ (
V

1000 ∗ w
) 

Clorofila b = [(22.9 ∗ Absorbancia a 645 nm) − (4.68 ∗ Absorbancia a 663 nm] ∗ (
V

1000 ∗ w
) 

Clorofila Total = [(20.2 ∗ Absorbancia a 645 nm) + (8.02 ∗ Absorbancia a 663 nm] ∗ (
V

1000 ∗ w
) 

Donde: 

Absorbancia (663) = Absorbancia a 663 nm. 

Absorbancia (645) = Absorbancia a 645 nm. 

V = Volumen final de la solución (mL). 

w = Peso fresco de la hoja (g). 

5.3.5  Actividad enzimática antioxidante 

Para realizar la determinación de la actividad de estas enzimas, se realizó un extracto enzimático de 

acuerdo con la metodología reportada por Elavarthi y Martin (2010); la cual nos permite evaluar las enzimas 

mencionadas con el mismo extracto. A 500 mg de tejido triturado con nitrógeno líquido, se le adicionó 5 % 

(m/m) de polivinilpirrolidona (PVP); para posteriormente añadir el amortiguador de extracción (1 mL), que 
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consistió en un amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7 adicionado con EDTA (0.1 mM). Para obtener el 

extracto mencionado, cada mezcla fue centrifugada por 5 min a 12,000 rpm. 

5.3.5.1 Actividad de Superóxido Dismutasas (SOD) 

La cuantificación de esta enzima se realizó con el kit (Superoxide dismutase Assay Kit) para cuantificar 

SOD (Sigma-Aldrich, 2014) siguiendo la metodología sugerida por el proveedor. Su principio se basa en el 

cambio de color del agente de tinción con características oxidantes, para ello se empleó la xantina oxidasa 

y como colorante nitro-azul de tetrazolio (NBT, por sus siglas en inglés), que al reducirse por la presencia 

de superóxido cambia a color azul, siendo necesario registrar la absorbancia de las mezclas de reacción (450 

nm). Para determinar la actividad enzimática (unidades volumétricas) de las superóxido dismutasas, se 

utilizó la siguiente fórmula (Sigma-Aldrich, 2014): 

 

U/ mL = 
(% de inhibición )(Factor de dilución)

(50 %)(0.1)
 

El cálculo del % inhibición se muestra en el anexo (A.4). 

El porcentaje de inhibición de SOD es resultado de la actividad de la xantina oxidasa y la reducción 

del O2. Posteriormente se estimará la actividad de SOD por cada mg de proteína presente en el tejido 

(Unidades de actividad enzimática/mg de proteína), utilizando el bioensayo con reactivo de Bradford como 

referencia. 

5.3.5.2 Actividad de Peroxidasas (POX) 

La mezcla de reacción consistió en 100 mM de solución amortiguadora de fosfatos pH 6.5, 3 mM 

de peróxido de hidrógeno, 15 mM de pirogalol y extracto enzimático (1 % v/v) en un volumen de 3 mL. La 

reacción comenzó con la adición de H2O2, se registró la absorbancia a 420 nm cada 20 s por 1 min (∈ = 26.6 

mM−1 cm−1) de acuerdo con la metodología reportada por Kwak et al. (1995). La actividad de POX es 

definida como la cantidad de enzima que produce un µmol de pirogalol oxidado por minuto (Unidades de 

actividad enzimática* mg de proteína-1). 

5.3.5.3 Actividad de Ascorbato Peroxidasas (APX) 

La mezcla de reacción se consideró para un volumen de 1 mL, el cual consistió en 50 mM de 

solución amortiguadora de fosfatos pH 7, una proporción 1:1 de ácido ascórbico y peróxido de hidrógeno 

(10 mM) y extracto enzimático (3 % v/v) de acuerdo con la metodología reportada por Elavarthi y Martin 

(2010). La reacción se inició con la adición de H2O2 y se registró la absorbancia a 290 nm cada 20 s por 1 
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min (∈ = 2.211 mM−1 cm−1). La actividad de APX es definida como la cantidad de enzima necesaria que 

produce un µmol de ascorbato oxidado por minuto (Unidades de actividad enzimática* mg de proteína-1). 

5.3.5.4 Actividad de catalasas (CAT) 

La mezcla de reacción consistió en 50 mM de solución amortiguadora de fosfatos pH 7, peróxido 

de hidrógeno (0.5 M) y la cantidad de proteína contenida en cada muestra, en un volumen de 1 ml (5 % v/v); 

108, 140 y 126 g de proteína por mL en los tratamientos con grafeno, 25 mg NP CuO L-1 y 250 mg NP 

CuO L-1, respectivamente. La reacción se inició con la adición de H2O2, se registró la absorbancia a 240 nm 

cada 20 s por 1 min (∈ = 2.640 mM−1 cm−1). Expresando la actividad de estas enzimas como los µmoles de 

H2O2 degradados por minuto por gramo de proteína contenido en el tejido. (Katoch, 2011). 

5.3.5.5 Determinación del contenido de proteína por el método Bradford 

Para llevar las unidades volumétricas de la actividad enzimática a unidades de actividad específica, 

se realizó esta prueba, donde se preparó un volumen de reacción de 5.1 mL con un 2 % de extracto 

enzimático y el resto de reactivo de Bradford (Bio rad), se dejó incubar por 30 min a temperatura ambiente 

y se midió su absorbancia en el espectrofotómetro (Genesys 10 uv) a 595nm (Kruger, 2009). De cada 

tratamiento se consideraron 4 repeticiones y cada muestra se procesó por triplicado. Para la obtención del 

contenido de proteína por muestra se hizo una curva estándar con diferentes concentraciones de BSA; con 

la cual se obtuvo el modelo (y = 0.026 x + 0.3122; ver Anexo – A.4) donde se introdujeron los valores 

obtenidos de absorbancia como variable dependiente. 

5.3.6 Proteómica diferencial 

A partir de las observaciones más destacadas según los cambios morfológicos de las estructuras 

presentadas en las pruebas de germinación con ambos NMs, se realizó el análisis proteómico diferencial de 

las concentraciones, en el caso del grafeno de 1000 mg L-1 y para el caso de NPs CuO se decidió dar 

seguimiento al proteoma generado a partir de una condición de fitotoxicidad reflejada en cambios 

morfológicos en las plántulas tratadas bajo la dosis de 250 mg L-1. 

5.3.7 Extracción de proteína 

La extracción se hizo a partir de una lisis celular provocada por la trituración con nitrógeno líquido 

de 500 mg de tejido fresco proveniente de la raíz en el caso del grafeno y de la parte aérea para las muestras 

de NPs CuO; tomando órganos diferentes en el caso del grafeno porque no se ha reportado el impacto que 

tiene este nanomaterial sobre la composición proteica en el órgano mencionado y por lo tanto su alteración 

funcional: En el caso de las NPs de CuO, se eligió tejido fotosintético debido a la potencial interacción entre 
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éstas y los fotosistemas. Se consideraron 4 repeticiones por cada tratamiento. A la muestra triturada se le 

agrego 1 mL de TRI-reagent (Merck KGaA, 2018), que contiene isocianato de guanidina y fenol, 

compuestos que tras la adición de cloroformo y un ciclo de centrifugación a 11, 300 rpm 10 min-1, permitió 

hacer una separación limpia y completa de la fase orgánica que contiene a las proteínas (Merck KGaA, 

2018). Posteriormente, la precipitación de las proteínas en suspensión (para formar una pastilla) se logró 

agregando 1 mL de propanol y centrifugado a 13,000 rpm 10 min-1. El precipitado fue lavado con etanol al 

95 %, reposado por 20 min y sometido a centrifugación a 8, 900 rpm 5 min-1; los lavados con etanol se 

repitieron 3 veces con el fin de obtener un comprimido proteico (pastilla) limpio. (Merck KGaA, 2018). 

5.3.8 Rehidratación y cuantificación de proteína 

La desnaturalización (ruptura de enlaces hidrógenos y covalentes), solubilización y reducción de 

las proteínas se hizo mediante una re-suspensión en amortiguador de rehidratación (Biorad) que contenía: 

urea (8 M), anfolinas (1 %), CHAPS- 2 %- [3-(3-cholamidopropyl) dimethylammonio-1-

propxanesulfonate], ditiotreitol (DTT, 65 mM) y tiourea (2 M). 

La cuantificación de proteína se llevó a cabo con el 2D-Quant Kit (Amersham, USA). Con esta 

técnica fue posible determinar la cantidad de proteína de cada muestra eliminando las interferencias debido 

a los componentes del amortiguador en el que se encontraban resuspendidas. La curva estándar se realizó 

con BSA (suero de albumina bovino; Ver Anexo – A.6). 

5.3.9 Electroforesis cualitativa 

Una vez obtenido el extracto proteico de cada muestra, considerando 4 repeticiones para cada 

tratamiento: control y 1000 mg de grafeno L-1, por un lado; y por otro, control y 250 mg de NPs CuO L-1, 

se determinó la calidad de dicho contenido proteico mediante una electroforesis desnaturalizante (SDS-

PAGE), utilizando geles de poliacrilamida al 12 %; por los cuales se hizo pasar corriente eléctrica 

equivalente a 120 volts. La tinción se realizó con azul de Commassie coloidal (Biorad, USA) (Vera et al., 

2015; Gupta et al., 2015). 

5.3.10 Isoelectroenfoque 

Las proteínas son macromoléculas cuyas características estructurales y funcionales estarán 

determinadas por las propiedades fisicoquímicas de los aminoácidos que las conforman. Siendo una 

propiedad de vital importancia para las primeras (estructura y función) su capacidad de disociación cuando 

están en solución, resultando de utilidad para la presente investigación, el punto cuando estando en solución 

la carga total de los aminoácidos que las conforman es igual a 0 (punto isoeléctrico; Buxbaum, 2015). 
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La proteómica tiene su fundamento en 2 principios: de carga (1-D) y de masa (2-D). Para ambos se 

realizan electroforesis, llevando un orden sucesivo, comenzando por el despliegue con base en el punto 

isoeléctrico (carga) y siguiendo con una electroforesis complementaria con un despliegue diferencial con 

referencia a la masa de las proteínas. Las electroforesis son perpendiculares entre sí. 

Para la identificación de las proteínas sobre expresadas se tomó como referencia un valor máximo 

del índice Mascot, el punto isoeléctrico de la proteína y su peso molecular (Buxbaum, 2015). 

El isoelectroenfoque (IEF) se realizó utilizando el método Running Preset (Biorad), utilizando tiras 

de 11 cm (IPG stripes) con un gradiente de pH conocido e inmovilizado dentro de un rango de 4-7. Esta 

separación fue posible debido a que cada polipéptido logra una carga igual a 0 (neutra) a diferente pH, dando 

lugar a diferentes puntos isoleléctricos (Vera et al., 2015). Se utilizó el equipo PROTEAN IEF Cell (Biorad) 

(BioRad, USA). La cantidad total de proteína para cada tira (muestra) fue de 190 g. La rehidratación de 

las tiras se hizo de forma activa, añadiendo aceite mineral para evitar la evaporación de la muestra y 

cristalización de la urea. Las condiciones de la rehidratación se mencionan a continuación: por 12 h las tiras 

se mantuvieron a una temperatura de 20 ° C y una diferencia de potencial eléctrico de 25 V, para 

posteriormente realizar un acondicionamiento de las tiras mediante un incremento del voltaje a 250 V 

durante 15 min. Una vez finalizada la rehidratación el voltaje se incrementó de manera lineal, hasta llegar a 

un voltaje máximo de 4000 V, el cual se mantuvo hasta llegar a un voltaje total de 35 000 V. La cantidad 

de corriente eléctrica no excedió los 50 mA/ tira. 

El IEF se llevó a cabo a una temperatura de 20 º C, temperaturas mayores de 37 º C producirían 

carbamilación de las proteínas y temperaturas menores a 10 º C, ocasionarían la cristalización de la urea. 

Una vez cortado el flujo de corriente eléctrica, se sumergieron las tiras en aceite mineral y fueron congeladas 

a -20 º C hasta su uso en la siguiente electroforesis (segunda dimensión-masa). 

5.3.11 Electroforesis 2-D 

Las tiras (IPG) obtenidas tras el isoelectroenfoque fueron estabilizadas con 1.5 mL de amortiguador 

de equilibrio I (6 M urea, SDS 2 %, amortiguador Tris/HCl 0.05 M, pH 8.8, glicerol 20 %, DTT 2 %), 

manteniéndolas en agitación durante 20 min, esto con el fin de lograr la reducción de los grupos sulfhídricos; 

finalizado el periodo mencionado, se eliminó la solución amortiguadora por decantación y se adicionó el 

amortiguador de equilibrio II (urea 6 M, SDS 2 %, amortiguador Tris/ HCl 0.05 M, pH 8.8, glicerol 20 %, 

yodoacetamida 2.5 %) para ahora alquilar los grupos sulfhídricos, manteniéndose en agitación por 10 min. 

Al finalizar el tiempo citado, las tiras se lavaron en una solución amortiguadora Tris/ Glicina/ SDS (Tris 25 

mM, glicina 192 mM y SDS 0.1 %; pH 8.8) por un periodo de 2 min. Para lograr el desplegamiento de los 
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polipéptidos con base a su masa (kD) en un plano perpendicular a su desplazamiento por punto isoeléctrico, 

se realizó la electroforesis en una cámara vertical SE 600 (GE Healthcare Life Science, MA, E.U.A) en 

geles al 12 % de poliacrilamida (SDS-PAGE) de 17 x 17 cm a temperatura ambiente. Se hizo pasar corriente 

eléctrica por 45 min a 25 mA por gel y 2.5 h a 35 mA, en una solución amortiguadora de corrida, la cual se 

empleó a una concentración 1x (25 mM Tris pH 8.8, 192 mM glicina y SDS 0.1 %). 

Una vez desplegado el patrón proteico dentro de los geles, para evitar el desplazamiento de las 

proteínas, se sumergieron en una solución de fijación con metanol y ácido acético (50 y 7 %, 

respectivamente) por 60 min, para posteriormente teñirlos con solución fluorescente de alta sensibilidad 

SYPRO Ruby Protein Gel Stain (Biorad) durante toda la noche y finalmente hacer su lavado con una solución 

de metanol/ácido acético glacial (10 y 7 %, respectivamente) durante 6 h. 

5.3.12 Análisis proteómico diferencial 

Los geles obtenidos fueron fotodocumentados (Digital Science Image Station 2000 R, Kodak), 

manteniendo los mismos estándares (tamaño de la imagen, brillo, color y saturación de luz) para todos los 

geles; 11.73 x 13.13 cm (1848 x 2067 pixeles), para la escala de transformación de las imágenes -Image 

transform- (brillo y saturación de luz), se consideraron los siguientes valores: 2.216 de contraste alto, 0.000 

de contraste bajo y un valor gamma de 1.00; valor mínimo de 0.000 y máximo de 2.570 (escala estándar 

programada en el fotodocumentador). 

El análisis estadístico diferencial (t de student) de los proteomas se realizó con el programa 

informático PD-Quest, donde se conformaron diferentes 2 grupos de estudio con base a los tratamientos de 

grafeno o NPs CuO suministrados, cada grupo se compuso de 4 imágenes, correspondientes a las 4 

repeticiones (geles) de cada tratamiento. Como condición de validez se impuso un coeficiente de correlación 

mayor de 0.7 en los geles de un mismo grupo o tratamiento. Y como proteínas (spots) inducidas o sobre-

expresadas se consideraron aquellas presentes con una proporción dos veces mayor con respecto al control, 

éstas fueron extraídas y transferidas a tubos de microcentrífuga con 10 L de agua desionizada estéril, para 

posteriormente ser congeladas inmediatamente a -20 ° C. La secuenciación peptídica de los spots o manchas 

seleccionadas se realizó en el Instituto de Ecología INECOL (Xalapa, Veracruz). Su digestión se llevó a 

cabo con tripsina (10 mg L-1) conservando una temperatura de 37 ° C durante 12 h; posteriormente, se hizo 

una corrida espectrométrica de masas en tándem acoplado a cromatografía líquida (LC-MS / MS; 

Shevchenko et al., 1996) utilizando un espectrómetro de masas Orbitrap Velos LTQ (Thermo Fisher 

Scientific, San Jose, CA). Para limpiar las muestras se emplearon Zip Tips (Millipore, Billerica, MA) C18 

con apego al protocolo del fabricante (Millipore Corporation, 2019). 
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La fracción peptídica recuperada tras pasar la muestra por una precolumna C18 de 100 μm id x 2 

cm (Thermo Fisher Scientific), se cargó en una columna analítica C18 de 75 μm ID x 10 cm C18 (Thermo 

Fisher Scientific) empleando el disolvente A (agua y 0.1 % de ácido fórmico) y un gradiente de 5 - 10 % de 

solvente B (acetonitrilo, 0.1 % de ácido fórmico) durante 5 min, seguido de un gradiente de 10 - 35 % de 

solvente B durante 35 min, posteriormente usando un gradiente de 35 – 50 % de solvente B durante 20 min, 

luego 50 – 95 % de gradiente de disolvente B durante 5 min, y 95 % de disolvente B durante 5 min, todas 

las eluciones se realizaron considerando un volumen de 400 nl min-1. El análisis de datos (m/z 400–1600) 

se llevó a cabo en el analizador Orbitrap, seguido de espectrometría de masas en tándem (MS / MS) de 

disociación inducida por colisión (CID, por sus siglas en inglés) de los 14 iones más intensos en el analizador 

lineal de captura de iones usando el programa informático Xcalibur v 2.1.0 (Andon et al., 2002) y un escaneo 

masivo de 60,000 unidades de resolución. 

Los iones precursores se eligieron mediante la selección de precursores monoisotópicos (MIPS), los 

cuales establecen la aceptación o rechazo de iones en una ventana de ± 10 mg L-1. La exclusión dinámica 

se estableció para colocar cualquier pico de la relación m / z seleccionado en una lista de exclusión durante 

45 s después de una sola MS / MS. Todos los espectros MS / MS fueron comparados con las proteínas 

disponibles, descargadas de Uniprot o de NCBI el 9 de octubre de 2012 o el 20 de junio de 2013, 

respectivamente, utilizando el programa Thermo Proteome Discoverer 1.3 (Thermo Fisher Scientific). 

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la base de datos disponible en UniProt (UniProt 

Consortium, 2018), considerando un índice Mascot máximo como factor adicional de identificación, al pI 

y masa de la proteína. 

5.4 Bioensayo de siembra en sustrato 

Para llevar a cabo este experimento se imbibieron las semillas en la suspensión del nanomaterial: 

grafeno 1000 mg L-1 adicionando 0.01 % de bionex, solución control (agua +bionex); en el caso del 

bioensayo con NPs CuO, la imbibición se realizó con la suspensión de 25 y 250 mg L-1, además de la 

solución control (H2O); siguiendo el proceso previo de imbibición de las semillas durante 36 h realizado en 

la prueba de germinación. Una vez emergida la radícula, se realizó el transplante de las plántulas a 

contenedores de 0.5 L para monitorear su crecimiento hasta los 25 dde. Posterior al transplante se hizo una 

segunda aplicación de grafeno (1 mL) al aparecer las primeras hojas verdaderas y una tercera a los 25 d.d.e; 

a partir de esta última se inició la toma de muestras para las pruebas asociadas al estrés oxidativo, 

considerando como tiempo de referencia para la primera toma 0 h (25 dde.) y 12 h posteriores a la aplicación 

del nanomaterial.  
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En el caso del bioensayo con NPs CuO, la segunda aplicación vinculada a la aparición de las hojas 

verdaderas inició la aspersión semanal de la suspensión de NPs CuO dirigida al follaje como fuente de este 

micronutriente (Cu), haciéndola hasta los 25 dde.; momento en el cual se hizo la última aspersión y se inició 

la toma de muestras para las pruebas asociadas al estrés oxidativo. El sustrato utilizado estuvo compuesto 

por una proporción volumétrica 1:1 turba / zeolita. Las condiciones en las cuales se realizó el bioensayo 

fueron controladas dentro de una cámara de crecimiento (Equitec) a 25 ± 2 ° C y un fotoperiodo de 16 h 

luz/ 8 h de oscuridad, con un riego cada tercer día. 

Fertilización bioensayo con grafeno: Completa (Ferti drip 20-20-20+ microelementos) dos veces 

por semana a partir de la aparición de primeras hojas verdaderas. 

Fertilización bioensayo con NPs CuO: Hoagland modificada (sin fuente de Cu) dos veces por 

semana a partir de la aparición de primeras hojas verdaderas. 

Los datos obtenidos de este bioensayo permitieron analizar, por un lado, los efectos mofo-

fisiológicos provocados por los NMs (grafeno y NPs CuO) y por otro, evaluar la respuesta bioquímica 

asociada al estrés oxidativo con respecto al tiempo (0 y 12 h), a través de variables como el contenido de 

peróxido de hidrógeno, actividad enzimática antioxidante, contenido de prolina y clorofila (siguiendo su 

metodología descrita en el apartado de pruebas asociadas al estrés oxidativo). 

5.4.1 Parámetros morfo-fisiológicos 

Para percibir los efectos inducidos por los NMs en las plantas crecidas en sustrato, se registraron 

los cambios sobre variables con relación a la morfología de las plantas, además de otras con referencia a la 

fisiología que guardan los principales órganos (tallo, hojas y raíz) de las plantas de C. pepo. Como parte de 

las primeras, se plantearon: 

- Longitud de raíz (cm). 

- Altura de vástago (cm). 

- Número de hojas. 

- Área foliar (cm2). 

- Diámetro de tallo (mm). 

Y como variables referentes a la fisiología, se determinaron: la biomasa del vástago y de la raíz (mg), además 

del índice relativo de clorofila (IRC); el cual se obtuvo mediante una estimación óptica, no destructiva, 
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basada en la diferencia entre la absorbancia del espectro rojo a 650 nm y el infrarrojo cercano a 940 nm 

utilizando el aparato SPAD-502 (Brownsville, USA, 2013). Considerando 5 repeticiones por cada 

tratamiento. 

5.4.2 Diseño experimental y Análisis estadístico 

El diseño experimental fue completamente al azar con 5 repeticiones para cada una de las 5 pruebas 

(morfo-fisiológica, peróxido de hidrógeno intracelular, enzimas antioxidantes, prolina, clorofila). El análisis 

estadístico se realizó mediante una prueba t de student (0.05) para el bioensayo con grafeno y mediante un 

ANOVA para el bioensayo con NPs CuO, utilizando en ambos casos el programa INFOSTAT (2017). 
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6. Resultados y Discusión 

6.1 Respuestas fisiológicas y bioquímicas de Cucurbita pepo asociadas al efecto del grafeno  

6.1.1 Ensayos de germinación estándar 

Se determinó el efecto del grafeno en la calidad fisiológica de la semilla de calabacita (C. pepo) 

bajo diferentes concentraciones (0, 25, 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 mg L-1), mediante el análisis de los 

cambios inducidos por este nanomaterial, reflejados en su vigor, porcentaje de germinación y morfología 

de las plántulas. En la primera evaluación (4 dds.) (ISTA 2014), se encontró un mayor desarrollo radicular 

de las semillas del tratamiento con 1000 mg L-1 de grafeno con respecto a las semillas control (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Semillas de Cucurbita pepo imbibidas en las diferentes suspensiones de grafeno.Primera 

evaluación después de 4 días de siembra. 

Además, estas raíces presentaron una mayor densidad de pelos radiculares (Figura 8) con respecto 

al resto de los tratamientos, siendo estructuras de gran interés agronómico dada su función de ingresar tanto 

agua como nutrientes a la planta, dónde el número de éstos pelos radiculares determinará la proporción de 

área de contacto que tenga la planta con el suelo y por ende, el grado de eficiencia con que se lleven estos 

procesos, especialmente en aquellos casos en los que se cuente con un coeficiente de difusión bajo (Lynch, 

1995; López-Bucio et al., 2003). 
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Figura 8. Comparación de las raíces de plántulas Cucurbita pepo. 

a) Raíces de semillas sin tratamiento; b) tratadas con 1000 mg de grafeno L-1. Fotografiadas 

convencionalmente y bajo microscopio (60 x). 

En la segunda evaluación realizada a 8 dds., donde se determinó el porcentaje de germinación, fue 

posible observar un incremento en esta variable con la aplicación en una dosis de 50 mg L-1 (Cuadro 2; 

Duncan 0.05), mostrando una mejor respuesta (100 %) en el proceso, incrementando en un 6.4 % la tasa de 

germinación con respecto al tratamiento control (ANOVA; p < 0.05); aunado a esto, fue apreciable un 

desarrollo más acelerado en las plántulas del tratamiento de 1000 mg L-1 en comparación con el resto de los 

tratamientos, incluyendo al control (Figura 7). En semillas de espinaca se reportó un efecto similar en donde 

se evaluó el efecto del grafeno en su forma oxidada (OG) y se observó además de un incremento en la tasa 

de germinación, mayor velocidad en este proceso (400 y 800 mg de OG L-1), los autores hipotetizan que 

puede ser debido al tipo de hibridación orbital que se presenta en su estructura (sp2 y sp3), el cual facilita y 

promueve el transporte de agua dentro de la semilla (He et al., 2018). Sin embargo, es importante considerar 

de forma adicional el estímulo generado por el incremento en la producción de H2O2 y otras ERO que 

impactan en el metabolismo tanto del ácido abscísico (ABA), como del giberélico (AG); fitorreguladores 

involucrados directamente en el proceso de germinación (El-Maarouf et al., 2015; Yin, 2018). El H2O2 tiene 

la capacidad de oxidar al ácido abscísico para favorecer el incremento en la concentración de AG y con esto, 

la germinación (Martin et al., 2010). Al incrementar la concentracion de grafeno, la tendencia observada 

fue una disminución en el porcentaje de germinación, la cual pudo ser ocasionada por la transición sobre la 

condición de estímulo hacia una de estrés oxidativo, debida al incremento incompensable en la cantidad de 

H2O2 (Apel et al., 2004), llegando a un punto deletéreo, en el cual, un mayor número de semillas no lograron 

concretar con éxito las 3 fases de la germinación (Bewley et al., 2013; He et al., 2018). 

A 

B 
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En el largo de raíz (LR), se presentó una tendencia de aumento con las concentraciones de 25 y 50 

mg L-1 (198.9 ± 2 y 208.6 ± 2.7 mm, respectivamente) comparadas con el control (192.1 ± 0.23 mm). Las 

raíces bajo el tratamiento de 50 mg L -1 de grafeno tuvieron un 9.0 % de mayor longitud (208.6 ± 2.7 mm; 

p < 0.01) en comparación con el control (192.1 ± 0.23 mm). El incremento en la concentración de grafeno 

a partir de la dosis de 100 mg L-1, disminuyó la longitud de las raíces, sin observarse un patrón definido. El 

incremento en la longitud de la raíz tiene lugar debido a un aumento en el número de células, o la elongación 

de un número determinado de ellas (Sahi et al., 2018). Los principales metabolitos y biomoléculas, 

involucrados en estos fenómenos son: fitorreguladores, ERO o de nitrógeno y proteínas (Gupta et al., 2015; 

Naser et al., 2016). Investigaciones recientes han encontrado que el OG tiene efectos significativos en el 

crecimiento y desarrollo de las plantas, influenciados por la concentración del NM y el genotipo en estudio 

(Aydin, 2016). Se han reportado resultados que inclusive, dosis bajas de este NM (OG), pueden inducir a 

alteraciones en esta variable, debidas al impacto sobre el contenido de ácido indol acético (AIA) 

(involucrado en la modulación del crecimiento de la raíz (Ma et al., 2014; Shen et al., 2018). Destacando la 

correlación directa existente entre la biosíntesis de auxinas en las raíces y el número de raíces secundarias 

(Qin, et al., 2005; Staswick et al., 2005), esperando la sobreexpresión de proteínas relacionadas en la ruta 

metabólica de este fitorregulador. De manera directa, el contenido de este fitorregulador en los tejidos no 

fue contabilizado por lo que se recomendaría realizarlo en un estudio posterior. En el caso de la reducción 

en la longitud de la raíz puede deberse a una acumulación del NM en la epidermis radicular que genera una 

desregulación osmótica y hormonal que inhibe la elongación celular y altera su patrón regular de división 

(Shen et al., 2018). 

En cuanto a una variable de importancia fisiológica, la biomasa radicular; hay que tener en cuenta 

que de forma indirecta va a denotar el tamaño de la raíz (longitud), presencia o ausencia de raíces 

secundarias y pelos radicales; significando en el presente bioensayo una correlación entre el largo de la raíz 

con el contenido de biomasa (r = 0.8) en casi todos los tratamientos, con excepción del tratamiento de 1000 

mg L-1, donde por el promedio del largo de su radícula, se hubiese esperado un registro de biomasa cercano 

a los 250 mg, sin embargo, su capacidad de acumulación se vio reducida (193.64 ± 11.78 mg). La respuesta 

diferencial entre los tratamientos fue altamente significativa (p < 0.01), encabezada por las plántulas del 

tratamiento de 50 mg L-1, con un contenido de biomasa promedio de 397.78 ± 20.73 mg y en contraste, bajo 

el tratamiento de 1000 mg L-1 se registraron las menores acumulaciones de 193.64 mg en promedio. La 

inhibición en el crecimiento de la raíz y su contenido de biomasa puede deberse a una saturación de grafeno 

en las células epidérmicas o en las vellosidades radicales que da lugar a una sobreproducción de H2O2 y a 

un episodio de estrés oxidativo inhibitorio de procesos anabólicos (Zhao et al., 2015). 
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En el largo de la plúmula (LP) se obtuvo una respuesta altamente significativa (p < 0.01), donde el 

tratamiento de 1000 mg L -1 fue el que destacó, al incrementarse en altura un promedio de 8.5 % más (139.1 

± 10.8 mm) con respecto al control (128.1 ± 2.4 mm; Cuadro 2). Sin embargo, en la acumulación de biomasa 

la tendencia no se sostuvo y las plántulas con una mayor acumulación fueron aquellas bajo el tratamiento 

de 750 mg L-1 (1,287.50 ± 42.50 mg) en comparación con el control (1,020.00 ± 48.08 mg; Cuadro 2-N.S.). 

Chen et al. (2018) reportan que la aplicación de grafeno va a estimular la acumulación de biomasa, porque 

incrementa la actividad fotosintética e incrementa la longitud de las plántulas. He et al. (2018) reportaron 

que la dosis con la que se obtenía un resultado positivo en plantas de espinaca era de 50 mg L-1 (OG) en 

ambos casos de forma similar a lo expuesto por Shen et al. (2018) la alteración de los patrones de 

crecimiento derivada de la aplicación de grafeno y OG se debía a la incidencia directa de estos NM sobre el 

contenido de AIA y su metabolismo. 

Cuadro 2. Respuestas morfológicas de plántulas de Cuburbita pepo cuya semilla fue imbibida 

en suspensiones de grafeno a diferentes concentraciones. 

 

Valores de medias y E.E con literales diferentes en la misma columna denotan una diferencia estadística 

significativa (p < 0.05) entre tratamientos. **: p<0.01. LR: longitud radicular; LP: longitud de plúmula. Se 

consideraron 5 repeticiones; N = 400. 
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La aplicación de grafeno durante la imbibición de las semillas dio lugar a una disminución del 

porcentaje de vigor (69 ± 5.97 % V) en el tratamiento con 500 mg L-1 de grafeno, con respecto al control 

(89.00 ± 1.91 % V). Con una dosis de 50 mg L-1 el porcentaje de vigor tuvo un incremento numérico sin 

mostrar diferencias significativas con respecto al control. Por lo que se puede decir que no hubo una mejora 

significativa en la calidad de semillas debida a la exposición con grafeno. De acuerdo con los cambios 

morfológicos observados en las raíces de las semillas germinadas bajo el tratamiento de 1000 mg L-1 de 

grafeno. De acuerdo con resultados obtenidos, al no haber cambios estadísticos significativos, pero si 

cambios morfológicos notorios en las raíces de las semillas germinadas bajo el tratamiento de 1000 mg L-1 

de grafeno (Figura 8), se decidió realizar los análisis proteómicos en esta concentración. 

6.1.2. Eventos bioquímicos asociados a la aplicación de grafeno 

Con el objetivo de poder establecer una relación entre los cambios morfofisiológicos en la raíz 

generados por la exposición a grafeno (1000 mg L-1), se analizaron variables involucradas con la producción 

de ERO para comprobar si estos cambios se encontraban inducidos por un estado de estrés, para ello, se 

tomaron las plántulas de las semillas imbibidas con la suspensión de 1000 mg L-1 siete días después de la 

siembra y otras que sólo fueron imbibidas en agua + bionex (control). 

En primer lugar se registró de manera cualitativa el estímulo oxidativo derivado de la producción 

de H2O2 (generado por el grafeno bajo la dosis de 1000 mg L-1 ); distinguiéndose tras el ensayo histoquímico 

con DAB (estimación cualitativa) que en las raíces del tratamiento con grafeno (1000 mg L-1) hubo una 

sobreproducción de H2O2 reflejada en una mayor formación de regiones color café (depósitos de H2O2), 

siendo visiblemente mayores en los puntos apicales tanto de las raíces primaria y secundarias tratadas con 

grafeno en comparación con las raíces control (Figura 7). Cuantitativamente esta diferencia significó un 

incremento del 90 % en la acumulación de H2O2 intracelular en el tejido radicular de C. pepo bajo 

tratamiento con grafeno (0.167 ± 0.019mol), en comparación con el tejido control (0.088 ± 0.007 mol; 

p < 0.01). Condición similar ha sido reportada por Zhao et al. (2015) y Rico et al. (2015), donde la 

sobreproducción de H2O2 fungió como segundo mensajero en un mecanismo de señalización para la 

activación de diversas rutas metabólicas de síntesis o inhibición de algunos fitorreguladores (AIA, ABA, 

etc.) derivando en cambios morfológicos en la raíz, promoviendo un mayor número de raíces secundarias 

y/o mayor densidad de pelos radicales, para así lograr su adaptación a las nuevas condiciones imperantes 

ante la presencia de NMs derivados del carbono. La intervención del H2O2 en la alteración de la arquitectura 

radicular deriva en la formación de estas estructuras (raíces secundarias y pelos radicales) y mantiene 

estrecha relación y coordinación con las auxinas (Correa-Aragunde et al., 2013; Ma et al., 2014; Mei et al., 

2017), siendo el H2O2 el activador de la expresión de genes responsables de la formación de las raíces 
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laterales (Chen et al., 2018a; Mei et al., 2017). Variaciones en los niveles de ERO bajo la condición 

diferencial espacio-tiempo, van a impactar en los patrones de crecimiento y desarrollo de la planta; mantener 

sus niveles dentro de un rango óptimo promueve una condición, además de saludable para la planta, con 

mayor capacidad de adaptación a entornos no favorables. Para ello, no deben exceder el límite del umbral 

bioquímico funcional, dependiendo de la distribución adecuada de electrones en el medio según una 

disponibilidad mínima o máxima aceptable (contrarrestable) y los niveles citotóxicos, valiéndose de la 

activación de rutas metabólicas que culminan con la síntesis de compuestos antioxidantes, como los 

polifenoles (Mittler, 2017). 

 

Figura 9. Depósitos de peróxido de hidrógeno en raíces de Cucurbita pepo. 

a) Raíces de plántulas sin tratamiento; b) Raíces de plántulas tratadas con grafeno; c) Alteración en 

la estructura radicular derivada de la aplicación de grafeno. 

 

El estímulo generado por el grafeno (1000 mg L-1) y la sobreproducción de H2O2 en la raíz a los 7 

dds., impactó de forma simultánea en la síntesis de metabolitos secundarios antioxidantes (fenoles; 

Cheynier, 2012; Vera et al., 2015), donde en las raíces elicitadas se produjo una mayor acumulación de 

estos compuestos (112.87 ± 4.38 g de catequina /gPS) equivalente a un 28 % de incremento (T de student; 

p < 0.01), con respecto al contenido en las raíces control (80.95 ± 4.38 g de catequina /gPS). 

Los compuestos fenólicos pueden, tanto eliminar ERO, como inhibir su formación en los diferentes 

compartimientos celulares bajo estrés, para poder proteger a las plantas de los potenciales daños derivados 



 

 

 

39 

de su persistente presencia (Dixon et al., 2002). Unos de los polifenoles con intervención más activa ante la 

presecia de H2O2 son los flavonoides y los fenilopropanoides, los cuales, son principalemente oxidados por 

las peroxidasas para la eliminación de H2O2 (Jovanović et al., 2018). Sin embargo, debe quedar como 

antecedente que la inducción del metabolismo fenólico en las plantas tiene lugar como respuesta a múltiples 

tipos de estrés de naturaleza tanto biótica como abiótica (Kähkönen et al., 1999; Das et al., 2014). 

Ghorbanpour et al. (2015) reportaron en su trabajo con plantas de Satureja khuzestanica que su 

interacción con un NM derivado de carbono incrementó de forma significativa la concentración de algunos 

fenoles como ácido rosmarínico, caféico, y flavonoides; los cuales pueden involucrarse directamente en 

funciones antioxidantes, como agentes reductores como parte de una respuesta antioxidante más integral en 

coordinación con POX (Corpas et al., 2017). Un incremento en la concentración de compuestos fenólicos 

puede dar lugar a la resistencia por parte de la planta ante la presencia de hongos fitopatógenos, marcando 

con esto una potencial línea de investigación para la aplicación de grafeno en especies vegetales en un futuro 

cercano (Suriyaprabha et al., 2014). 

6.1.3. Proteómica diferencial e identificación de las proteínas 

Previo a realizar la electroforesis cualitativa (patrón proteico en una dimensión-masa; SDS-PAGE), 

se confirmó que la calidad y cantidad de proteína eran adecuadas para continuar con el trabajo de 

proteómica, al contar con un promedio de 1 mg de proteína mL-1 en cada una de las muestras. Este patrón 

(Figura 10) también ayudó a predecir el rango de masas moleculares en el cual se encontraba el mayor 

número de proteínas, resultando de utilidad para la consideración del tiempo de corrida de la electroforesis 

2-D SDS (PAGE) para finalmente, lograr vislumbrar de manera más integral los eventos bioquímicos y 

fisiológicos activados y su posible conexión con una ruta metabólica en particular, tras la interacción de los 

tejidos radiculares con el grafeno mediante el análisis del perfil proteómico de las raíces provenientes de las 

semillas expuestas a la suspensión con este NM (1000 mg L-1 de grafeno), después de 7 días de haber 

germinado. 
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Figura 10. Perfil proteico de extractos de raíz de Cucurbita pepo 

C: extracto proteico de las raíces control; E: extracto proteico de raíces bajo tratamiento con grafeno; de 

Gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 12 % de acrilamida, tinción azul de 

Commassie coloidal (BioRad). 

Para analizar el perfil proteómico en sus dos dimensiones se evaluaron dos gradientes inmovilizados 

de tiras de pH (IPG-strips) de 3-10 y de 4-7 con longitud de 7 cm (Ver Anexo: A.8. y A.9.), con el objetivo 

de desplegar el patrón de proteínas en el rango que permitiera la mejor resolución posible resultado de una 

óptima separación. Como resultado, el proteoma obtenido en 2-D SDS-PAGE de las raíces de las muestras 

control y aquellas provenientes de una semilla imbibida en suspensión de 1000 mg de grafeno L-1 tuvo mejor 

separación y resolución empleando tiras de pH inmovilizado dentro de un rango de 4-7 (Figura 11). Sin 

embargo, para poder tener una mayor resolución, se incrementó el tamaño de la tira a 11 cm para los ensayos 

sucesivos. 
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Figura 11. Perfil proteómico en dos dimensiones de raíces de Cucurbita pepo. 

Tiras de isoelectroenfoque (IPG) de 7 cm de largo; a) pH 3-10; b) IPG con pH 4-7. 

Tras el isoelectroenfoque (1-D) se obtuvieron ocho tiras, cuatro correspondientes a cada repetición 

de un mismo tratamiento (control y 1000 mg L-1 de grafeno), anotando que en ninguna de las electroforesis 

se rebasó los 50 mA, lo que indicó que las muestras no presentaban contaminación por compuestos iónicos 

residuales. Cada tira fue sometida a 2-D SDS PAGE, dando lugar a 8 geles con un patrón proteómico 

característico para cada tratamiento. 

Para evitar el desplazamiento no deseado de las proteínas (manchas) contenidas en el gel al 

momento de estar en agitación, éstos se fijaron con una solución de metanol y ácido acético glacial y 

posteriormente, teñidos con solución fluorescente Sypro Ruby (Bio rad), cuya mayor sensibilidad permitió 

la detección de proteínas con una menor concentración, reflejándose en un número mayor de manchas 

(proteínas); finalmente al cabo de 12 h de permanecer en la solución de tinción, los geles se sometieron a 

un proceso de lavado, previamente a ser foto-documentados (Kodak Digital Science Image Station 2000R) 

para realizar su análisis estadístico (programa informático PD Quest 2-D Analysis-Bio Rad). 

En la Figura 12 se muestran los perfiles proteómicos de la muestra control y de la muestra de raíz 

tratada con grafeno. En total se contabilizaron 853 ± 13 manchas proteicas comunes en ambos perfiles 

(control y grafeno); y como manchas exclusivas en el perfil obtenido de las raíces elicitadas con grafeno se 

contabilizaron 135 ± 16 (determinadas como diferenciales con respecto al control; p < 0.05; Figura 12). 
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El gel de referencia (máster gel) contenía 1,580 manchas proteicas en total (patrón proteómico que albergaba 

las machas más representativas de cada tratamiento) con las cuales se hizo la comparación cuantitativa y 

estadística (t de student al 95 %) con cada una de las repeticiones de ambos tratamientos. De las 135 manchas 

proteicas propias del perfil proteómico obtenido de las raíces elicitadas con grafeno, 35 se encontraron 

sobre-expresadas al menos 1.5 veces en los geles correspondientes al tratamiento con grafeno (Figura 12) y 

se enviaron a secuenciar. 

 

Figura 12. Perfil proteómico diferencial de raíces de Cucurbita pepo. 

 

Las proteínas sobre-expresadas que se enviaron a secuenciar, fueron identificadas mediante su 

secuencia peptídica, se utilizó como parámetro de validación el punto isoeléctrico (pI) y peso molecular 

(PM) experimental de cada una de las manchas; el valor asignado para cada mancha es la intersección entre 

el pI y el marcador de PM. En el Cuadro 3 se muestran las proteínas obtenidas y clasificadas por su función 

dentro del metabolismo celular. 
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Figura 13. Diagrama de Venn de las proteínas expresadas en raíces de Cucurbita pepo bajo 

estrés con grafeno. 

Las proteínas sobreexpresadas en la raíz de calabacita indicaron una patrón metabólico más activo 

en búsqueda del mantenimiento y restablecimiento de la homeostasis celular, a través de una 

sobrerregulación de procesos como el transporte de agua y solutos a través de las membranas (Cuadro 3), 

alteración de la estructura de la pared celular, el equilibrio redox, señalización, glucólisis, fosforilación 

oxidativa, síntesis/ preservación de proteína; y en general, pudo percibirse una dinámica en búsqueda de un 

incremento en el estado energético en la célula (producción de ATP y poder reductor).  



 

 

 

44 

Cuadro 3. Proteínas identificadas de las raíces de Cucurbita pepo bajo estrés por grafeno. 

Mancha Proteína 
Número 

Acceso 
Masa e pI e 

Masa 
t 

pI t Organismo Secuencia 

  

Transporte de agua y solutos a través de la membrana 

5 
Aquaporina 

NIP3-2 
Q7EYH7 16.82 4.5 31.83 7.39  Daucus carota 

MEGGKMSSMGM 

DAASASVTVPPMQ 

MQAGDQSNR 

2 

V-ATP-asa 

subunidad 

catalítica A 

P09469 67.94 5.51 68.79 5.45 
Nicotiana 

plumbaginifolia 

KVSGPVVVADG 

MGGAAMYELVR 

VSGPVVVADG 

MGGAAMYELVR 

NIIHFYNLANQAVER 

DTVLELEFQGVK 

EDDLNEIVQLVGK 

EASIYTGITIAEYFR 

Modificación de la pared celular 

17 

UDP-

arabinopiranosa 

sintasa mutasa 1 

O04300 40.06 5.3 41.55 6.07 Pisum sativum 

MASLPKPTPLL 

KDELDIVIPTIR 

ELIGPAMYF 

GLMGDGQPIGR 

24 

Caffeoyl-CoA O-

metil transferasa 

3 

O24150 22.78 5.18 27.22 5.49 
Nicotiana 

tabacum  

YYRDFVLELNK 

VGGIIGYDNTLWNG 

SVVAPPDAPLRK 

VGGIIGYDNTLWN 

GSVVAPPDAPLR 

DFVIELNK 

EGPALPVLDQM 

IEDGK 

IEFKEGPALP 

VLDQMIEDGK 

3 Actina-7 P53492 65.31 5.56 41.71 5.49 
Arabidopsis 

thaliana 

VAPEEHPVL 

LTEAPLNPK 
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LAYVALDY 

EQELETAK 

NYELPD 

GQVITIGAER 

33 Actina-51 Q96483 30.5 6.1 37.15 5.44 
Solanum 

lycopersicum 

DLYGNIVLSG 

GSTMFPGIADR 

SSSSIEKNYEL 

PDGQVITIGAER 

VAPEEHPV 

LLTEAPLNPK 

TTGIVLDSGDGVSHT 

VPIYEGYALPHAILR 

19 Actin-54 P93373 75.37 5.9 37.46 5.99 
Nicotiana 

tabacum 

SSSSIEKNYELP 

DGQVITIGAER 

VAPEEHPV 

LLTEAPLNPK 

DLYGNIVLSG 

GSTMFPGIADR 

18  Tubulina 1 P46259 51.32 5.35 49.62 5.06 P. sativum 

IHFMLSS 

YAPVISAEK 

AVFVDL 

EPTVIDEVR 

QLFHPEQLISG 

KEDAANNFAR 

LVSQVISSLTASLR 

10 Tubulina -2  P33631 56.28 4.47 46.18 4.98 
Anemia 

phyllitidis 

NSSYFV 

EWIPNNVK 

MMLTFSVFPSPK 

LAVNLIPFPR 

LAVNLIPFPR 

4 

Proteina 

homóloga de 

control de 

tumores 

Q2PS27 65.61 5.06 19.03 4.69 
Cucurbita 

maxima 

VVDIVDTFR 

EGATDPT 

FLYLAPALK 
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Proceso de óxido reducción y señalización 

7 
ATP sintasa 

subunidad  
P17614 59.43 5.59 59.82 6.34 

Nicotiana 

plumbaginifolia 

EAPAFVEQA 

TEQQILVTGIK 

QISELGIYP 

AVDPLDSTSR 

IPSAVGYQPT 

LATDLGGLQER 

TVLIMELINNVAK 

VGLTGLTVAEHFR 

11 
Proteína de 

choque térmico 
P26413 76.5 5.42 70.835 5.49 Glycine max 

NAVVTVPAYFNDSQR 

SINPDEAVAYGAAVQAAILGOGI 

IINEPTAAAIAYGIDKK 

IINEPTAAAIAYGIDK 

ITITNDKGR 

14 

Malato 

descarboxilasa 

dependiente de 

NADP 

P12628 65.64 6.25 64.892 6.86 
Phaseolus 

vulgaris 

ALEYADFDKFDR 

ALEYADFDKFDRVR 

SGYFNPQMEEYVEIPSDSGITFNVQPK 

22 

Proteina kinasa 

3- mitógeno 

activado 

Q39023 37.38 5.82 42.69 5.97 
Arabidopsis 

thaliana 

DLKPSNLL 

LNANCDLK 

QFSDVYISTE 

LMDTDLHQIIR 

2 

ATP-asa tipo V 

subunidad 

catalítica A 

P09469 67.94 5.51 68.79 5.45  Daucus carota 

KVSGPVVVADG 

MGGAAMYELVR 

VSGPVVVADG 

MGGAAMYELVR 

NIIHFYNLANQAVER 

DTVLELEFQGVK 

EDDLNEIVQLVGK 

EASIYTGITIAEYFR 

9 
Superóxido 

dismutasa 
P09233 16.75 6.23 25.53 7.71 Zea mays 

MNAEGAALQG 

SGWVWLALDK 
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16 

Proteína 

disulfuro 

(isomerasa) 

Q9XF61 58.24 4.46 57.05 4.93 

Datisca 

glomerata 

(Durango root) 

AASILSSHDPPVILAK 

LAPEYEKAASIL 

SSHDPPVILAK 

VVVADSLDEIVFKSGK 

GPRDADGIVDYLKK 

35 Tiorredoxina H1 P29448 18.96 5.41 12.67 5.92  A. thaliana 

SVASDWAI 

QAMPTFMFLK 

19 
Glutamato 

decarboxilasa 
Q07346 51.06 5.27 56.69 5.71 

 Petunia 

hybrida  

NYVDMDE 

YPVTTELQNR 

FGWIVPAYTM 

PPNAQHITVLR 

23 
Malato 

deshidrogenasa 
O24047 29.95 6.72 35.48 6.43 

 M. 

crystallinum 

VLVTGAAGQIG 

YALVPMIAR 

VLVTGAAGQIG 

YALVPMIAR 

VLVVANPANTNAL 

ILKEFAPSIPEK 

26 

NADH 

deshidrogenasa 

(ubiquinona) 8 

Fe-S 

P80269 18.61 5.27 26.36 5.58 
Solanum 

tuberosum 

LLENGDRW 

ETEIAENLR 

LLENGDRW 

ETEIAENLR 

LCEAICPAQAI 

TIEAEEREDGSRR 

LCEAICPAQAI 

TIEAEEREDGSR 

15 

Fosfoglicerato 

mutasa/ 2,3-

bisfosfoglicerato-

independente 

P30792 50.17 6.87 60.582 5.53 Zea mays 

LDQLQLLLK 

YAGMLQYDGELKLPSR 

VNLPNGDMVGHTGDIETVVACK 

8 
Inosin trifosfato 

pirofosfatasa 
Q8L968 16.91 6.55 22.46 6.79 A. thaliana 

SLKLDLPE 

LQGEPEDISK 

SLKLDLPEL 

QGEPEDISKEK 
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Síntesis/ preservación y degradación de proteínas 

31 Cisteína sintasa Q00834 42.04 5.59 34.17 5.62 
Spinacia 

oleracea 

AEEIRDKTPNSY 

ILQQFENPANPK 

DKTPNSYIL 

QQFENPANPK 

30 
Proteína 14-3-3-

GF14-C  
Q6ZKC0 22.16 4.91 28.808 4.84 O. sativa 

MISTSEEIAQVGTSANGEREIGELIAK 

AAVEEGIVPGGGVALLYASK 

LLEQDDPDLGYDAAKGEYVDMVK 

MISTSEEIAQVGTISANGEREIGELIAK 

AGLQDLAVLTGGQVITEELGMNLEK 

12 

Regulador RNA 

polimerasa 

Subunidad 37 b 

(transcripción)  

Q8H1B3 76.5 5.4 75.1 5.05 A. thaliana 

ITPSWVAFTDTER 

ITPSWVAFTD 

TERLIGEAAK 

ETAEAFLGKK 

NTVIPTKK 

6 

Proteína 

ribosomal 60 S 

P0-1 

O04204 29.55 5.61 33.65 5.29 A. thaliana 

INKGTVEI 

ITPVELIK 

GTVEIITPVELIK 

INKGTVEI 

ITPVELIKK 

GDLKEV 

SEEVAKYK 

INKGTVE 

IITPVELIK 

GTVEII 

TPVELIKK 

GDLKEV 

SEEVAK 

25 
Proteína 

ribosomal 40S 
O22518 37.36 5.06 33.89 5.26 Glycine max 

RNDGIYIINLGK 

VIVAIENPQDI 

IVQSARPYGQR 

1 
Proteína de 

choque térmico 
P29357 76.46 5.2 71.69 5.48 S. oleracea  

NQVAMN 

PINTVFDAK 

IINEPTA 
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AAIAYGIDKK 

VQQLL 

QDFFNGK 

VQQLL 

QDFFNGK 

NAVVTV 

PAYFNDSQR 

34 
Chaperonina 

CPN60-1 
Q05045 22.16 4.91 28.81 4.84 

Cucurbita 

máxima 

MISTSEEIAQVGTI 

SANGEREIGELIAK 

AAVEEGIVPGGG 

VALLYASK 

LLEQDDPDLGYD 

AAKGEYVDMVK 

MISTSEEIAQVGT 

ISANGEREIGELIAK 

AGLQDLAVLTGG 

QVITEELGMNLEK 

27 

Proteína de 

enlace GTP Ran 

1 

P38546 18.93 6.23 25.17 6.71 
Solanum 

lycopersicum 

SNYNFEKPFLYLAR 

YEPTIGVEV 

HPLDFFTNCGK 

KYEPTIGVEV 

HPLDFFTNCGK 

20 
Importina 

subunidad 1ª 
Q71VM4 60.34 5.37 57.54 5.22 O. sativa 

SPPIEEVIQSGVVPR 

VVIDHGAVPIFVK 

28 

Proteasoma 

subunidad    

tipo 4 

P52427 19.71 6.02 27.431 6.6 A. thaliana 

YIGLLATGLTADAR 

ATSALKEQEAINFLEK 

32 

 Proteasoma 

subunidad    

tipo 2  

Q10KF0 18.96 5.41 25.828 5.48 O. sativa 

LVQIEHALTAVGSGQTSLGIK 

IQSLTPNIGVVYSGMGPDFR 

KLPSILVDETSVQK 

13 

 Regulador 

proteasa 26S- 

subunidad 7ª 

P0DKJ9 49.26 6.5 47.65 6.29 O. sativa 

VAAQVDDGPCVT 

YIGEGGSGNFVK 

KVAAQVDDGPC 

VTYIGEGGSGNFVK 
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6.1.1.1 Transporte de agua y solutos a través de la membrana 

Dentro de las proteínas sobreexpresadas se identificó un canal transportador de agua (Aquaporina 

NIP3-2); esta es una proteína que se puede encontrar en la membrana plasmática o en el tonoplasto. Un 

registro similar (sobreexpresión), ya había sido reportado en tejidos tratados con un nanomaterial también 

derivado del carbono (NTCM). Khodakovskaya et al. (2013) encontraron una sobreexpresión de aquellos 

genes relacionados con el transporte de agua (acuaporina-LeAqp2), la extensión de la pared celular y la 

división celular; en callos de plantas tabaco en contacto con este NM (Kole et al., 2016). 

Otra investigación al mismo nivel que coincide en la sobreexpresión de acuaporinas como 

consecuencia de la elicitación con NMs derivados de carbono; fue la que llevó a cabo Lahiani et al (2013), 

donde los NTCM indujeron una sobreexpresión en los genes que codificaban para diferentes tipos de estas 

proteínas transmembranales (membrana celular y tonoplasto) transportadoras de agua en semillas de soya, 

maíz y cebada (Kole et al., 2016). Los fenómenos promovidos por la sobreexpresión de acuaporinas, 

derivado de la interacción del grafeno con los tejidos seminales, son: el incremento de su potencial hídrico 

y turgencia, así como la expansión celular (Lahiani et al., 2013). 

6.1.1.2 Modificación de la pared celular 

De las proteínas sobreexpresadas que tienen incidencia sobre el órgano más externo (pared celular); 

se encontraron unas que participan directamente en la expansión (actina) y división celular (tubulina); la 

biosíntesis de lignina (cafeocyl o-metil transferasa; Ma y Luo, 2015); además de la activación de señales y 

su transmisión en cascada (actina) hacia los organelos involucrados en la respuesta ante el estímulo/ estrés 

que el grafeno generó sobre el tejido radicular. La sobreexpresión de la actina, se relaciona directamente 

con la expansión del citoesqueleto y al tener lugar este fenómeno, la vacuola se ve obligada a reducir su 

volumen; esta respuesta en particular, es activada en cuanto la membrana plasmática percibe una variación 

significativa de ácido indolacético (AIA; García et al., 2018). La actina y tubulina, ambas están involucradas 

con la división, expansión y señalización celular; aunque la primera, también interviene en el transporte de 

vesículas contenedoras de metabolitos (precursores de azúcares o pectina) vitales para la formación de la 

pared celular (Trinidad et al., 2016). Una alteración similar en plantas de arroz (Oryza sativa) dio lugar a 

fenotipos tolerantes a un ambiente con baja disponibilidad de agua; tras el análisis proteómico obtenido, se 

corroboró la sobreexpresión significativa de actina y tubulina; dentro de las características fenotípicas más 

destacables se encontraron: un mayor crecimiento de raíces y pelos radicales, lo que permitió un mejor 
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desarrollo de las plantas tolerantes en comparación con el control sin sobreexpresión de estas proteínas (no 

tolerante; Trinidad et al., 2016). 

La cafeocyl CoA metil transferasa 3 (CCoAMT), es una enzima que está involucrada en la síntesis 

de lignina y ahí radica su importancia para la función y plasticidad de la pared celular; pudiendo distinguir 

la correlación directa entre la actividad de esta enzima (CCoAMT) y el contenido de lignina de la pared 

celular, por lo que una disminución en su actividad repercutirá en una reducción significativa del contenido 

de lignina (Giordano et al., 2016; Xia et al., 2018). 

6.1.1.3 Proceso de óxido reducción y señalización 

El grafeno en las raíces de C. pepo provocó cambios en las proteínas relacionadas con la regulación 

redox y la alteración de la homeostasis celular (Cuadro 3). Siendo similar el resultado al reportado por 

Hossain et al. (2015) en el análisis proteómico de raíces de Eruca sativa bajo exposición de NPs Ag. El 

estallamiento oxidativo generado sobre la condición redox de la célula, tuvo una repercusión sobre el estado 

energético a nivel general; el cual, mostró su ajuste, hacia una necesidad metabólica por obtener ATP, GTP 

u otras formas de poder reductor (NADH+, NADPH+, FADH+, etc.) para recuperar así, las principales formas 

de energía libre en la célula, mismas que determinan, además de la dirección de las reacciones y su punto 

de equilibrio, la cantidad de trabajo que se lleva a cabo en los diferentes compartimientos celulares, 

denotando la prevalencia de reacciones de naturaleza endergónica (Buchanan et al., 2012; Nelson y Cox, 

2004). 

Las enzimas activadas (sobre-expresadas) relacionadas con este proceso fueron: la ATP sintasa, 

triosa fosfato isomerasa (TFI), enolasa; la malato deshidrogenasa (Cuadro 3) que interviene, tanto en el ciclo 

de Krebs, como en el del glioxilato. Y particularmente, en la dinámica de la cadena transportadora de 

electrones de la mitocondria (fosforilación oxidativa) que resulta en la síntesis de ATP; se encontró además 

de la ATP sintasa, la NADH deshidrogenasa (complejo I; Buchanan et al., 2012). 

La exposición de las semillas de C. pepo al grafeno, indujo la sobre-expresión de la SOD, que puede 

actuar como señal en las raíces bajo condiciones de estrés, donde se involucran en una ruta de señalización 

en la que participan activamente canales de calcio, la calmodulina y las MAPK para dirigir el estímulo 

principalmente al núcleo (Raja et al., 2017); donde los principales cambios asociados a esta ruta están en 

una variación sobre las concentraciones de AIA y ABA, para inferir en la morfología de este órgano en 

favor de su adaptación (Buchanan et al., 2012). 
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Una respuesta alusiva al estrés oxidativo se obtuvo cuando en plantas de Arabidopsis spp. se 

expusieron a NPs Ag; los principales genes sobre-regulados, estaban involucrados en la activación de 

superóxido dismutasa, peroxidasa y el intercambio de cationes y protones en la vacuola (Kaveh et al. 2013). 

Al año siguiente Nair y Chung (2014) encontraron que las NPs Ag, activaron genes relacionados con la 

biosíntesis del glutatión y la asimilación del azufre (glutamato-cisteína ligasa, glutatión sintetasa, glutatión 

S-transferasa, glutatión reductasa, fitoquelatina sintasa, ATP sulfurilasa, fosfosulfato reductasa, sulfito 

reductasa, cisteína sintasa). 

Bajo condiciones de estrés abiótico, la tiorredoxina va a cumplir con otra función adicional, que es 

su adaptación como una chaperona en la conservación de la estructura cuaternaria de las proteínas que se 

encuentran formando complejos de bajo peso molecular; los cuales tenderán a formarse cuando se 

encuentren expresadas las proteínas de choque térmico (que también se encontraron sobreexpresadas en las 

raíces de C. pepo) y que son susceptibles a la dinámica reconfigurativa de las disulfuro reductasas o 

isomerasas (Rouhier et al., 2015). En su relación con algunos fitorreguladores, la tiorredoxina resulta vital 

para la transducción de señales activadas por algunos de éstos, en especial, los brasinoesteroides (BR) 

(Rouhier et al., 2015). La activación de la tiorredoxina funge como estrategia metabólica antioxidante, 

vinculándose de manera directa con las variaciones espacio-temporales de estas especies en los diferentes 

organelos (Rouhier et al., 2015). 

La tercera enzima involucrada con relación al metabolismo del azufre, tras la alteración del estado 

redox de las células radiculares, durante la exposición de las semillas de C. pepo al grafeno fue la cisteína 

sintasa; su sobreexpresión, se puede interpretar como un sensor del estado redox celular (Romero et al., 

2014), su función está principalmente relacionada con la desintoxicación de la planta, además que se ha 

encontrado su correlación directa con el desarrollo de pelos radicales (Ma et al., 2018), generando con esto 

una mayor tolerancia en las plantas expuestas a condiciones de estrés abiótico (Romero et al., 2014; Rashid 

et al., 2018). También ha quedado demostrada la relación existente entre la producción de cisteína y la 

senescencia temprana de las plantas evaluadas (Romero et al., 2014), encontrándose patrones morfológicos 

similares a los en las plántulas de C. pepo expuestas al grafeno durante la evaluación realizada a los 7 días 

(mayor velocidad de crecimiento). Esto aunado con la relación de la tiorredoxina (sobreexpresada) con otras 

enzimas como las α-amilasas (translocación de nutrientes en tejidos de reserva); las cuales conforman un 

clúster proteico funcional que favorece una mayor velocidad de germinación y de crecimiento; integrando 

así, una explicación más robusta, con referencia a las respuestas observadas tras la germinación de las 

semillas de C. pepo tratadas con grafeno (Rouhier et al., 2015). 
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6.1.1.4 Proteínas relacionadas con el metabolismo de energía y carbohidratos. 

Se activaron enzimas del metabolismo primario de las plantas; incrementando el catabolismo de la 

glucosa y la producción de energía vía fosforilación oxidativa. Dos de las enzimas sobre expresadas cuya 

importancia se ha comprobado bajo condiciones de estrés, son la TFI y enolasa. La TFI, enzima de ciclo de 

glucólisis, se encarga de catalizar la interconversión entre triosas (dihidroxiacetona fosfato/DHAP y 

gliceraldehído 3-fosfato/GAP); y la enolasa, que es la penúltima enzima en participar en este proceso 

(glucólisis), cataliza la síntesis de fosfoenolpiruvato (FEP) a partir de 2-fosfo-D-glicerato (Buchanan et al., 

2012; Nelson y Cox, 2004). 

En las raíces de C. pepo expuestas al grafeno, la actividad de TFI cobra un papel importante; además 

de ser parte de la ruta generadora de energía, evita un efecto citotóxico por la formación del metilglioxilato 

(MG); ya que mientras el sustrato (enediolato) se encuentre en el sitio activo de esta enzima, no pierde su 

grupo fosfato y con ello, evita la formación de este oxoaldehído que tiene la capacidad de reaccionar con 

proteínas (glicación) y nucleótidos, modificándolos de forma irreversible, que en un grado crítico puede 

llevar a la muerte celular (Kaur et al., 2015). 

Por otro lado, la sobreexpresión de esta enzima (TFI) ha sido posible correlacionarla de forma 

directa con la tolerancia a metales pesados, e.g. Cd, por parte de Haematococcus pluvialis y Populus spp. 

(Kaur et al., 2015); y por otro lado con la tolerancia a la salinidad en raíces de Oryza sativa, mostrando una 

proporción similar en la sobreexpresión de TFI que las raíces de una especie halófita (Aeluropus lagopoides; 

Kaur et al., 2015). 

La incorporación del grafeno en los tejidos seminales de la semilla de C. pepo también indujo a una 

sobreexpresión de la enolasa, cuya actividad, se ha reportado que se relaciona directamente con el desarrollo 

secundario de tallos y raíces, así como en éstas últimas, con una mayor densidad de pelos radicales (Eremina 

et al., 2015); favoreciendo al sistema completo para una mayor absorción de agua y nutrientes (Eremina et 

al., 2015). 

En cuanto a la sobreexpresión de las diferentes isoformas de la malato deshidrogenasa (MDH - 

extramitocondriales), incluyendo la ubicada en el citosol, éstas son activadas cuando las plantas se 

encuentran bajo alguna condición de estrés abiótico como el que representa la aplicación de grafeno (Qing 

et al., 2016); Qing et al. (2016) encontraron que una sobreexpresión del gen que codifica para esta enzima 

(citosol), incrementa la tolerancia ante el estrés oxidativo provocado por las condiciones imperantes, debido 

al incremento proporcional en la disponibilidad del poder reductor por acción de esta isoforma (Qing et al., 

2016). 
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Estas enzimas se han visto sobrerreguladas ante factores de estrés abiótico como bajas temperaturas 

y salinidad, por lo que podemos suponer que el grafeno está activando señales similares. 

6.1.1.5 Síntesis/ preservación y degradación de proteínas 

Las proteínas relacionadas con el estrés, incluidas las proteínas de choque térmico y las chaperonas 

juegan un papel crucial en protegiendo las plantas contra el estrés, facilitando el plegamiento de proteínas 

y manteniendo la homeostasis celular (Wang et al., 2011). En el presente estudio, el aumento de estas 

proteínas en las raíces expuestas al grafeno, pueden estar asociadas con mecanismos de defensa, como han 

demostrado resultados anteriores, que las proteínas de choque térmico protegen contra el estrés oxidativo 

inducido por NPs metálicas en maíz (Yasmeen et al., 2017; Zhao et al., 2012). 

Las chaperoninas están implicadas en la importación de proteínas en las mitocondrias y el 

ensamblaje macromolecular para facilitar el plegamiento correcto de las proteínas importadas y también 

prevenir el plegado incorrecto, además de promover el re-plegamiento y el ensamblaje adecuado de los 

polipéptidos desplegados generados en condiciones de estrés en la mitocondria. Bajo condiciones de estrés 

se pueden inhibir y estimular diferentes vías de importación de proteínas en las mitocondrias de las plantas. 

El proceso de importación es fundamental para la biogénesis mitocondrial tanto para reparar órganos 

celulares dañados como para aumentar el volumen mitocondrial. El aumento de la acumulación de grupos 

de proteínas, que participan en la biogénesis de las mitocondrias durante el estrés revela su importancia en 

los mecanismos de protección celular (Mishra et al., 2018). 

6.1.2 Bioensayo de siembra en sustrato: Parámetros morfo-fisiológicos 

Al hacer la proyección sobre las respuestas de las plantas de calabacita Zucchini ante esta dosis de 

grafeno “alta” (1000 mg L-1) en las principales variables morfo-fisiológicas de interés agronómico (altura 

de planta, diámetro de tallo, número de hojas, área foliar, longitud de raíz, contenido de biomasa e IRC 

(Índice Relativo de Clorofila), dentro de un periodo más prolongado (25 días) y un medio de crecimiento 

diferente (sustrato); se pudo percibir que el estímulo generado por la aplicación de grafeno, tuvo un efecto 

positivo en las plantas, mostrando incrementos generales significativos (p < 0.05; T-student;) en casi la 

totalidad de las variables propuestas, con excepción del tamaño de la lámina foliar (área foliar; N.S.), dónde 

las plantas de ambos tratamientos (control y 1000 mg L-1 grafeno) desarrollaron en promedio las similares 

dimensiones foliares, sin embargo, se pudo percibir una tendencia a también ser mayores en las plantas 

tratadas con grafeno. 



 

 

 

55 

Cuadro 4. Respuesta morfológica observada en plantas de Cucurbita pepo tratadas con 

grafeno (Veinticinco días después de la emergencia de la plántula). 

Variable  

morfo-fisiológica 

Control 

(0 mg L
-1

) 

Grafeno  

(1000 mg L
-1

) 

Altura Tallo (cm) 14.52 ± 0.24 b 15.69 ± 0.42 a 

Diámetro de Tallo (mm) 2.75 ± 0.08 b 3.0 ± 0.09 a 

Número de Hojas** 3.81 ± 0.16 b 4.65 ± 0.12 a 

Área Foliar (cm
2

) 25.70 ± 3.49 a 30.33 ± 2.54 a 

IRC** 21.71 ± 0.75 b 24.14 ± 0.28 a 

Biomasa del 

vástago(mg)** 
2.11 ± 140.8 b 2.60 ± 120.1 a 

Longitud de raíz (cm) 11.88 ± 0.37 b 14.7 ± 1.12 a 

Biomasa de la raíz (mg) 368.0 ± 30.89 b 437.81 ± 21.85 a 

Valores de medias y E.E con literales diferentes en la misma hilera denotan una diferencia estadística 

significativa (p < 0.05) entre tratamientos. **: p<0.01. Se consideraron 5 repeticiones; N= 30. 

El grafeno y sus derivados son considerados contaminantes ambientales emergentes y su toxicidad 

para las plantas requiere una investigación cuidadosa debido a que el efecto de este material puede variar 

dependiendo de la matriz en el cual sea aplicado. Diversas investigaciones han encontrado que el transporte 

de grafeno en sistemas hidropónicos es completamente diferente al del suelo o sustrato, lo que podría afectar 

la interacción entre el grafeno y las plantas. Mientras que en cultivos hidropónicos puede mostrar toxicidad, 

en cultivos con sustrato es capaz de incrementar la biomasa, la longitud de las plántulas y la capacidad 

fotosintética (Chen et al., 2018). Por lo anterior es muy importante estudiar el impacto del comportamiento 

bioquímico y fisiológico de los nanomateriales en diferentes etapas, medios de crecimiento y forma de 

aplicación para reflejar el efecto biológico real y potencial de este NM. 

6.1.3 Pruebas bioquímicas sobre el estado de estrés oxidativo. 

Para contar con la tendencia dinámica de las variables bioquímicas contempladas para el tejido 

radical en una etapa fenológica más avanzada (25 días después de la emergencia de la plántula), se llevó a 

cabo la evaluación de las variables relacionadas con el estallamiento oxidativo generado por el grafeno, 

vinculadas a la producción de ERO (cuantificación de H2O2 intracelular) y su compensación antioxidante, 
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para comprobar si los cambios observados a nivel morfo-fisiológico, se encontraban inducidos por un estado 

de estrés generado por la aplicación de este NM, como se observó previamente en los ensayos de 

germinación. 

La toma de muestras para estos ensayos se realizó al día 25 dde (después de emergencia de la 

plántula), tomado este día como el tiempo cero (0 h), en el caso del H2O2 por su naturaleza se cuantificó su 

contenido a las 12 h posteriores a la aplicación de la solución de grafeno (1000 mg L-1). En el Cuadro 5 se 

muestra el contenido de H2O2 en el tejido presentando una mayor concentración en el tratamiento (0.192 ± 

0.011mol) equivalente a un 81 % más (p < 0.01), en comparación con el tejido control (0.106 ± 0.007 

mol). Dando seguimiento al contenido de esta ERO al cabo de 8 h, se pudo registrar una disminución 

altamente significativa (p < 0.01), equivalente a un 52 % con respecto a la concentración registrada al inicio 

del experimento; mientras que el control se mantuvo en un intervalo estadísticamente similar (no 

significativo-N.S.; Cuadro 5). 

Al respecto, Rico et al. (2015) han referido la condición de estrés abiótico que representan los NMs 

derivados del carbono para las plantas, al dar origen a un estallamiento oxidativo mediante el incremento 

de las concentraciones de O2
- y su conversión a H2O2 por acción enzimática (SOD). A pesar de que la mayor 

producción H2O2 tiene lugar en los peroxisomas y se deriva de la actividad de SOD; no es la única forma en 

la que se produce esta ERO (Corpas, 2015); también puede ser a partir de la actividad de enzimas oxidantes 

(Corpas et al., 2017); e.g. Acil CoA oxidasas (catabolismo de ácidos grasos), glicolato oxidasa 

(fotorrespiración); a la vez dependerá de la disponibilidad de electrones en las reacciones en las que el 

oxígeno funge como último receptor de éstos, en caso de haber suficientes (4 electrones-reducción 

tetravalente), la formación a la que puede dar lugar, es de agua; en caso de que no existan electrones 

suficientes dicha reducción no será completada y el oxígeno alcanzará estados intermedios del proceso (O2
-

, H2O2, etc.) (Leung, 2018). 

Cuadro 5. Concentración de peróxido de hidrógeno intracelular radicular de plantas de 

Cucurbita pepo (mol de H
2
O

2
). 

 
Control Grafeno (1000 mg L

-1

) 

0 h 0.106 ± 0.007 b 0.192 ± 0.011 a 

8 h 0.091 ± 0.005 b 0.148 ± 0.006 a 

Valores de medias y E.E con literales diferentes en la misma hilera denotan una diferencia estadística 

altamente significativa (p < 0.01) entre tratamientos. Se consideraron 5 repeticiones; N = 10. 
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Un incremento súbito en la concentración de H2O2 intracelular, pero rápidamente contrarrestado, 

puede fungir como mecanismo de señalización para la activación de diversas rutas metabólicas 

antioxidantes mejorando así la tolerancia del sistema de manera integral, tal como ocurrió al introducir NTC 

en plantas de trigo (Rico et al., 2015); siendo similar el patrón mostrado por parte de las raíces de C. pepo 

correspondientes al tratamiento con grafeno (1000 mg L-1), al observarse un decremento en la concentración 

de H2O2, al cabo de 12 h de haber realizado la aplicación de la suspensión; lo que sugiere que el estímulo 

que representa el ingreso del grafeno a la célula, no llega a significar que el estrés oxidativo generado alcance 

sus etapas críticas, deletéreas y de muerte celular. El hecho de que, en las células del tejido, haya disminuido 

la concentración de H2O2, significa que tuvo lugar una respuesta metabólica antioxidante que evitó dichos 

escenarios, y haciendo un enfoque dirigido hacia el lado enzimático; a continuación, se describirá la 

actividad registrada por aquellas que utilizan este compuesto (H2O2) como sustrato y realizan la misma 

función antioxidante (POX, APX y CAT). 

Pasando a la actividad de SOD en la raíz de C. pepo que la aplicación de grafeno al momento de 

generarse el estímulo no significó un incremento importante en la concentración de superóxido ya que la 

actividad registrada por parte de esta enzima que lo ocupa como sustrato, fue estadísticamente similar a la 

encontrada en los tejidos control (19 UI/ mg de proteína, aprox.). Y al cabo de 8 h, la actividad de 

dismutación disminuyó de forma altamente significativa (p < 0.01; T student), mientras que en el tratamiento 

control, la actividad de SOD no tuvo diferencia estadística alguna al cabo de 8 h (Cuadro 6). Cabe señalar 

que la inhibición en la actividad de esta enzima puede tener lugar ante un incremento prolongado en la 

concentración de H2O2 (Bhoomika et al., 2013). Zhang et al. (2016) una inhibición en la actividad SOD al 

exponer plantas de trigo a concentraciones mayores a 1000 mg L-1, probablemente debida a la oxidación de 

los aminoácidos residuales que impiden un enlace adecuado en el sitio activo (Zhang et al., 2016; Jordan et 

al., 2018). Por otro lado, con relación a lo reportado con otros NMs, como los NTCM; en plántulas de C. 

pepo se ha observado que éstos tienen cierta capacidad para intervenir en reacciones redox de forma similar 

en la que lo hace la SOD, pudiendo llegar a conformar un mecanismo de desintoxicación más eficiente 

(Hatami, 2017). 

Ante la formación súbita de H2O2 intracelular en las raíces de calabacita tratadas con grafeno la 

maquinaria celular se vale de mecanismos antioxidantes de naturaleza enzimática para conservar un estado 

de equilibrio; dónde está ERO fungirá como sustrato para formar agua (actividad POX, APX y CAT; Gupta 

et al., 2018). En el Cuadro 6 se presentan los resultados del seguimiento de enzimas antioxidantes 12 h 

posteriores a la aplicación de grafeno. En donde se puede observar un comportamiento de activación de 

estas enzimas, teniendo como una respuesta rápida, el incremento de la actividad POX equivalente a 0.46 



 

 

 

58 

veces (4.48 ± 0.28 U/ mg de proteína; 0 h) más, en comparación de las raíces control (3.07 ± 0.19 U/ mg de 

proteína; 0 h; p < 0.01); reduciéndose significativamente su actividad al cabo de 12 h (p< 0.05). El grafeno 

indujo a una mayor actividad de POX y se encontró un patrón similar al expuesto por Tsukagoshi (2016) 

donde una mayor actividad de peroxidasa se relacionó con un mayor tamaño en los órganos que presentaban 

esta condición, en comparación con aquellos con menor actividad. Es importante destacar que el decremento 

en la tasa de peróxido de hidrógeno es atribuible en parte a su reducción por la catálisis realizada por POX, 

o también por la transferencia de electrones entre estos NMs hacia el peróxido de hidrógeno, o bien por la 

actividad de otras enzimas (Park et al., 2016). 

En el caso de la APX y CAT, ambas incrementaron su actividad 0.39 y 0.62 veces respectivamente 

(2.88 ± 0.22 U/ mg de proteína y 0.267 ± 0.055 U/ mg de proteína, respectivamente), en comparación con 

la actividad de sus respectivos controles (1.46 ± 0.06 y 0.166 ± 0.033 U/ mg de proteína); sin embargo, su 

incremento no se sostuvo al cabo de 12 h (1.72 ± 0.05 U/ mg de proteína y 0.18 ± 0.03 U/ mg de proteína, 

respectivamente). Resultando esta diferencia significativa para el caso de APX (p < 0.01; Cuadro 6). La 

reducción en la actividad enzimática pudo derivarse de que, al transcurrir este periodo de tiempo, la cantidad 

de H2O2 que funge como sustrato de estas enzimas ya no estaba disponible en el medio, o bien, que la 

conformación funcional de la enzima resultara afectada derivando en una inhibición alostérica (Ahmad y 

Prasad, 2012)  

Un incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes puede derivar en una adaptación por 

parte del organismo en general (en este caso C. pepo) a condiciones de estrés por factores abióticos (Leung, 

2018). 

Cuadro 6. Actividad específica de Peroxidasas, Ascorbato peroxidasas y Catalasas en raíces 

de C. pepo bajo tratamiento con grafeno. 

 

SOD 

(UI/mg de proteína) 

POX 

(UI/mg de proteína) 

APX 

(UI/mg de proteína) ** 

CAT 

(UI/mg de proteína) N.S. 

Control Grafeno Control Grafeno Control Grafeno Control Grafeno 

0h 
19.04 ±0.1 

a 

19.28 ±0.11 

a 

3.07 ± 0.19 

b 

4.48 ± 0.28 

a 

1.46 ± 0.06 

b 

2.88 ± 0.22 

a 

0.17 ± 0.03 

b 

0.27 ± 0.06 

a 

12h 
19.6 ±0.16 

a 

14.58 ±021 

b 

2.96 ± 0.17 

a 

3.65 ± 0.36 

a 

1.30 ± 0.03 

b 

1.72 ± 0.05 

a 

0.13± 0.02 

a 

0.18 ± 0.03 

a 

Valores de medias y E.E con literales diferentes en la misma columna denotan una diferencia estadística 

significativa (p < 0.05). **: (p < 0.01). N.S.: No es significativo. Se consideraron 5 repeticiones por tratamiento; N = 

10; excepto en la prueba para SOD (por disponibilidad del kit utilizado se consideraron 4 repeticiones), donde N=8. 
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La actividad de APX y POX está vinculada a un estado redox particular en los diversos 

compartimientos celulares. Su diferencia radica en que, como agente reductor, la APX utiliza ácido 

ascórbico (no compuestos fenólicos; Zargar et al., 2018). Una condición limitante sobre la intervención de 

esta enzima es la disponibilidad de ácido ascórbico, su concentración (en las plantas) puede encontrarse 

dentro de un rango de 1-20 mM, considerándose apta (Demidchik, 2015). Posee gran afinidad por su sustrato 

(Zargar et al., 2018). Su función está directamente ligada a otros procesos antioxidantes importante, el ciclo 

ascorbato-glutatión (ASC-GSH) (Courtney et al., 2016), mismo que garantiza su perpetuidad funcional 

(Demidchik, 2015). Zargar et al. (2018) registraron la importancia en proporción de la actividad de la APX 

al determinar la cantidad de DHA (dehidroascorbato) en plantas sometidas a cierto tipo de estrés (e.g. 

salinidad); ya que, bajo condiciones de normales, la cantidad de DHA (dehidroascorbato) con relación al 

ácido ascórbico, es baja; en cambio en la plantas bajo estrés, dicha cantidad aumenta; recordando que el 

DHA se forma como producto junto con el agua, en la reacción catalizada por APX (Zargar et al., 2018). 

En cuanto al embate oxidativo, una sobreexpresión de los genes que codifican para APX, le brindan una 

ventaja adaptativa a la planta ante el estallamiento oxidativo derivado de factores bióticos o abióticos (Singh 

et al., 2010). 

En cambio, la CAT (exclusiva de los peroxisomas; Corpas, 2015), no requiere de un agente reductor 

para llevar a cabo su función (Bhoomika et al., 2013), por lo que no depende de una condición redox en 

particular. Sin embargo, disminuciones significativas en su actividad, se han reportado en plantas en etapa 

de maduración de fruto o senescencia; o bien, cuando se encuentran bajo tipo de estrés (Corpas, 2015). Zhao 

et al. (2015) reportaron que, al probar concentraciones bajas de otro NM derivado del carbono, OG (10-

1000 g L-1) en plantas de Arabidopsis, no hubo una diferencia significativa en la actividad de CAT (Zhao 

et al., 2015). En otra investigación, al probar la interacción del óxido de grafeno con algas Chlorella 

vulgaris, se encontró que la actividad de CAT se inhibió en comparación con las algas control de forma 

dependiente y en relación directa con la concentración (0.01 - 10 mg L-1), esto probablemente debido a la 

inhibición selectiva de la actividad enzimática provocada por el óxido de grafeno, derivado de los efectos 

oxidativos potenciales de la reacción entre los grupos funcionales del OG y los aminoácidos terminales de 

CAT (Hu et al., 2014). 

Por parte de la respuesta celular antioxidante de naturaleza no enzimática, se consideró a este 

particular aminoácido (prolina), como un indicador complementario del grado del estrés oxidativo celular 

inducido por la aplicación de grafeno. Tomando en cuenta la dinámica referida en cuanto al muestreo 

diferencial en tiempo tras la aplicación de grafeno (0 y 12 h), fue posible observar un incremento 

significativo en la concentración de prolina (p < 0.05; t - student) después de 12 h de haber realizado la 
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aplicación, siendo un incremento equivalente a un 55 %, con respecto a la concentración previa (0 h; Cuadro 

7), pasando de 771.97 ± 16.27 a 1,197 ± mol/g de raíz (12 h). Mientras que en las raíces de las 

plantas control la concentración de prolina, se mantuvo en un rango similar estadísticamente, de 

aproximadamente 800 mol de prolina (ANOVA; p = 0.70; Cuadro 7). 

Cuadro 7. Contenido de prolina en raíces de Cucurbita pepo tras la aplicación de grafeno 

(mol/g de tejido). 

 Control Grafeno (1000 mg L-1) 

0 h 792.39 ± 25.41 a 771.97 ± 16.27 a 

12 h 811.14 ± 16.88 b 1,197.11 ± 108.73 a 

Valores de medias y E.E con literales diferentes en la misma hilera denotan una diferencia estadística 

significativa (p < 0.01). Se consideraron 5 repeticiones; N = 10. 

La prolina es un aminoácido que debido a su composición aromática (no polar) le brinda rigidez 

estructural a las proteínas en las que se integra, además, funciona como un metabolito osmo-protector 

(Lodeyro et al., 2015). La principal forma en la que se produce este particular aminoácido en el citoplasma 

es utilizando poder reductor (NADPH) y glutamato como precursor; en caso de que el glutamato se 

transaminara, seguiría la ruta en sentido opuesto a la síntesis de prolina, dando lugar a la formación de  

cetoglutarato (intermediario en el ciclo de Krebs; (Huyi et al., 2018). Una ruta alternativa y menos común, 

es a partir de la ornitina, en la cual es posible mantener una fuente disponible de nitrógeno en casos de 

alguna limitación surgida de un episodio de estrés (Kaur et al., 2015). A nivel de genes, existen dos que 

regulan la biosíntesis y acumulación de prolina, los P5CS 1 y 2, éstos codifican para la pirrolina 5 

carboxilasa sintetasa, por lo general, se encuentran activos en los meristemos apicales; sin embargo, en el 

resto de la planta, pueden activarse por la presencia de H2O2, oxígeno singulete (1O2) y ABA (Huyi et al., 

2018; Fernández et al., 2012). Una de las formas en las que la prolina se vincula con el estado energético 

de la célula bajo condiciones de estrés, es donde su sobreproducción sirve para mantener cierto nivel de 

NADP+ que evita la generación en exceso de ERO (Kaur et al., 2015). Esto debido a que la síntesis de 

prolina al requerir de NADPH, genera NADP+ disponible; y una razón baja de NADPH/ NADP+, ayudará a 

mantener el flujo de electrones, evitando un desbalance redox abrupto. Por lo anterior, la prolina se considera 

un metabolito clave que puede activar e involucrarse en vías alternativas antioxidantes en beneficio de la 

homeostasis celular (Lodeyro et al., 2015). 
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La acumulación de prolina está relacionada con casos de estrés hídrico o salino, donde ésta, se da 

como estrategia para reducir el potencial hídrico dentro de la célula, sin afectar su pH (Agrawal et al., 2015). 

También bajo condiciones de exposición a metales pesados, radiación UV, bajas temperaturas y alta 

luminosidad (Al-Khayri et al., 2016); se ha registrado una importante acumulación de este aminoácido, que 

evita daños en membranas y enzimas; estabilizando la estructura cuaternaria de las proteínas y evitando la 

acumulación de ERO (Lodeyro et al., 2015). 

En este sentido, también hay reportes donde se destaca la función antioxidante de la prolina, debido 

a su capacidad de neutralizar la reactividad del 1O2, OH-, O2
- y H2O2 y de estabilizar/activar enzimas con 

función antioxidante, como en los casos de la actividad de CAT, SOD, POX y APX, que dependen en gran 

medida de la concentración de prolina (Szabados et al., 2009). 

En cuanto a las respuestas reportadas sobre la acumulación de prolina al suministrar NMs similares 

Anjum et al. (2014) reportaron igualmente una mayor acumulación de prolina al aplicar OG (Vicia faba), 

sin embargo, al llegar a una dosis de 1600 mg L-1, el contenido de este aminoácido disminuyo drásticamente, 

incrementando la generación de ERO, dada la correlación inversa entre el contenido de prolina y la 

generación de ERO (Anjum et al., 2014; Hu et al., 2016). Donde el contenido de prolina se relacionó de 

forma positiva con la actividad de CAT y APX; y de forma negativa con los carbonilos disponibles, 

indicando la estabilidad de los enlaces peptídicos, principalmente entre los grupos tiol (Anjum et al., 2014; 

Hinoux et al., 2016). La prolina debido a su función antioxidante y contribución a la estabilización tanto de 

membranas como de proteínas en aquellas plantas dónde se encontró acumulada de manera significativa se 

redujo la oxidación de proteínas y lípidos mostrando efectos positivos a nivel fenotípico y fisiológico, como 

mayor vigor y acumulación de biomasa (Anjum et al., 2014). 

Pasando a otra variable analizada; la importancia de llevar a cabo la determinación del contenido 

de clorofila radica en el vínculo que mantiene la clorofila con el inicio del proceso de acumulación de 

biomasa (fotosíntesis). La clorofila es un pigmento presente en la membrana de los tilacoides, que permite 

la captación de fotones cuya equivalencia energética está comprendida en un rango de longitudes de onda 

dentro del espectro visible, correspondiente a la región azul (400 - 470 nm) y roja (600 - 700 nm), que 

resultan fundamentales para el proceso de fotosíntesis (Hörtensteiner et al., 2010). Recientemente se han 

incluido evaluaciones del contenido de clorofila de las plantas expuestas a NMs como parámetro indicador 

de fitotoxicidad (Mosa et al., 2018); debido a que cuando los NMs son adsorbidos a la superficie radicular, 

interrumpe la absorción de macro y micronutrientes requeridos para el desarrollo de la planta y con ello el 

contenido de clorofila. Martínez-Fernández et al. (2016) investigaron la captación de agua contaminada con 

NPs de óxido de hierro por las raíces de Helianthus annuus, ellos encontraron que los macronutrientes como 
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Ca, K, Mg y S se redujeron en los brotes de la planta, y en consecuencia los contenidos de clorofila también 

disminuyeron. En los resultados obtenidos en esta investigación, se pudo observar que al momento inicial 

del experimento (tiempo 0), el contenido de clorofila en las hojas de C. pepo del tratamiento control, era al 

menos 0.6 veces mayor en su tipo b y total (2.91 ± 0.16 y 9.64 ± 0.18 mg L-1, respectivamente), en 

comparación con las plantas emergidas a partir de semillas tratadas con grafeno (1.82 ± 0.06, 5.8 ± 0.23 mg 

L-1 , respectivamente; p < 0.01) y del doble en el tipo de clorofila a (40.0 ± 0.73 mg L-1 vs. 20.0 ± 1.1 mg 

L-1; p < 0.05; Cuadro 8). Al cabo de 12 h de haber hecho la segunda aplicación de grafeno se pudieron 

registrar incrementos de al menos 1.4 veces, que fue el caso de la clorofila b (4.46 ± 0.26 mg L-1) y como 

máximo, de 2.5 veces para la clorofila a (38.5 ± 1.2 mg L-1; p < 0.05), con respecto a la concentración que 

presentaron al tiempo inicial; resultando también en un incremento significativo en comparación con el 

contenido de las plantas control (p < 0.01) Cuadro 8. 

Dependiendo de la concentración de este pigmento y de la eficiencia con la que se haga la 

conversión energética fotón-electrón, se favorecerá la fijación de CO2 y no la sobreproducción de ERO en 

los cloroplastos (Hu et al., 2016). Destacando que la probabilidad para que ocurra el primer escenario 

(fijación de CO2) y se descarte el segundo (sobreproducción de ERO), tiene lugar cuando se incrementa la 

concentración de clorofila en los tilacoides (Zhang et al., 2016). La concentración de clorofila en el tejido 

fotosintético puede variar, dependiendo del grado de estrés biótico o abiótico impuesto por el ambiente, del 

estado nutrimental de la planta, y la etapa fenológica en la que se encuentre la especie. Por lo que cabe 

mencionar que, en la presente investigación, el estrés inducido en las plantas de C. pepo se generó a partir 

de la aplicación de la suspensión de grafeno (1000 mg L-1); y que la nutrición de las plantas se satisfizo 

mediante la aplicación de una solución preparada a partir de los requerimientos ideales para la especie 

(FertiDrip ® 20-20-20 + microelementos); y la etapa fenológica en la que es realizó la toma de datos fue la 

vegetativa, por lo que ninguna de las 2 condiciones representaron un factor que comprometiera la presencia 

y función de este pigmento. 

El grafeno es un material que dentro de un sistema fotoelectrónico como el de los complejos 

receptores de luz (LHC, por sus siglas en inglés) puede tener diferentes impactos potenciales, como: 

disminuir la fluorescencia y transformar los fotones a electrones (Fontes et al., 2014); y en este sentido 

como se ha comentado, repercutir en el metabolismo de la planta de manera importante. Al respecto, Hu et 

al. (2014) encontraron un incremento en la síntesis de clorofila en las hojas de arroz (Oryza sativa) y trigo 

(Triticum aestivum), expuestas a grafeno (200 mg L-1) en combinación con ácido húmico; este incremento 

se correlacionó de manera inversa (r = 0.9) con metabolitos como el ácido glucónico (indicador de la 

oxidación de la glucosa) y aconítico (intermediario en la isomerización del citrato en la oxidación de acetil 
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coenzima-A, del ciclo de Krebs); y de manera directa con la manosa (r > 0.9) en las hojas de ambas especies 

(hexosa intermediaria en la glucólisis). Por su parte, Zhang et al. (2016) encontraron una disminución en el 

contenido relativo de clorofila (IRC), equivalente al 15 %, después de haber expuesto plántulas de T. 

aestivum a una concentración constante de grafeno (500 mg L-1) durante 30 días, en comparación con las 

hojas control; también fue posible notar la baja eficiencia en el proceso fotosintético aunada a la inhibición 

de la síntesis de clorofila por la poca disposición de Mg+2, a través de la estimación de la energía que se 

destinaba para la fluorescencia, ya que los registros tendían al máximo rendimiento cuántico para este 

fenómeno, por lo que la medición de ambas variables permitió deducir la afectación en el fotosistema PSII 

de las hojas tratadas con grafeno. La repercusión de lo ocurrido pudo apreciarse desde un enfoque más 

general, donde fue evidente el viraje metabólico inducido por el NM, hacia la vía respiratoria (Hu et al., 

2014). 

Sin embargo, es importante señalar que los contrastes en las respuestas por parte de las plantas a los 

NMs derivados del carbono dependerán en gran medida del tamaño de las láminas de grafeno (Chen et al., 

2018; Sun et al., 2019), su método de obtención, la concentración de las suspensiones suministradas y el 

tiempo de exposición (Zhang et al., 2016); siendo notable que en ningún experimento en cuyo tiempo de 

exposición al grafeno fuera mayor a 4 días, se encontró un efecto positivo en el contenido de clorofila (Skoda 

et al., 2014), resultando en bajas concentraciones de nutrientes como N, K y Mg (Zhang et al., 2016). 

Cuadro 8. Contenido de clorofila en las plantas de Cucurbita pepo bajo tratamiento con 

grafeno. 

 

Clorofila a 

(mg*mL-1) 

Clorofila b 

(mg*mL-1) 

Clorofila total 

(mg*mL-1) 

Control 
Grafeno 

(1000 mg L
-1

) 

Control Grafeno 

(1000 mg L
-1

) 

Control Grafeno 

(1000 mg L
-1

) 

0 h 0.04 ± .001   

a 

0.02 ± 0.001 

b 

2.91 ± 0.16  

a 

1.82 ± 0.06  

b 

9.64 ± 0.18  

a 

5.8 ± 0.23    

b 

12 h 0.04 ± .002   

b 

0.07 ± 0.002 

a 

2.65 ± 0.10  

b 

4.46 ± 0.26  

a 

8.85 ± 0.37  

b 

15.93 ± 0.59 

a 

Valores de medias y E.E con literales diferentes en la misma hilera denotan una diferencia estadística significativa (p 

< 0.01). Se consideraron 5 repeticiones; N =10. 
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6.2 Respuestas fisiológicas y bioquímicas de Cucurbita pepo asociadas al efecto de 

nanopartículas de óxido de cobre. 

El uso de NPs CuO puede sustituir el uso de compuestos tradicionales (fertilizantes) empleados 

como fuente de Cu para las plantas de interés agrícola, teniendo un efecto más focalizado y, por lo tanto, 

eficiente (Siddiqui et al., 2015). Sin embargo, es importante determinar la cantidad de NPs requerida, 

dependiendo de la sensibilidad de cada especie de interés, en este caso de Cucurbita pepo, variedad 

Zucchini; para lo cual también resulta necesario establecer un rango de seguridad de aplicación para evitar 

condiciones de fitotoxicidad. 

6.2.1 Ensayos de germinación estándar - ISTA 

Tras realizar evaluar la calidad fisiológica de las semillas (C. pepo) a los 14 días de su imbibición 

en suspensiones de NPs CuO (0.25 mg L-1 a 1000 mg L-1), permitieron determinar, tanto la concentración 

óptima para la especie (25 mg L-1); que fue aquella que mostró tener el mayor efecto significativo sobre el 

vigor de las semillas (10 % mayor en comparación con el control; ANOVA, p < 0.05); como la 

concentración mínima fitotóxica (250 mg L-1), a partir de la cual, fue apreciable una alteración en la 

morfología, principalmente de la raíz (Figura 13), repercutiendo sobre el número de plántulas consideradas 

como “normales” y por ende, en su vigor, siendo 50.9 % menor en comparación con las plántulas control 

(p< 0.05; Cuadro 9). Las dosis mayores a 250 mg L-1 dieron lugar a malformaciones o aberraciones en los 

órganos de todas las plántulas evaluadas, impidiendo su consideración para dentro de la categoría “normal”, 

por lo que se estimaron como plántulas no vigorosas y se continuó el análisis con las dosis que incluían al 

menos una plántula “normal” dentro de las repeticiones consideradas, delimitando el bioensayo a la 

aplicación de 0 – 250 mg L-1 NPs CuO. 
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Figura 14. Raíces de plántulas de Cucurbita pepo bajo tratamiento con soluciones de 

nanopartículas de óxido de cobre. 

a) Raíces sin tratamiento; b) tratamiento 1000 mg L-1 de NPs CuO). 

En cuanto al efecto inducido por las NPs CuO sobre el resto de las variables, éstas repercutieron de 

manera significativa (p < 0.05) sobre la tasa de germinación, donde, pudieron observarse en los tratamientos 

de concentraciones bajas (0.5, 10 y 25 mg L-1), incrementos de hasta 6 unidades (%) con respecto a las 

semillas control (88.0 ± 4.53 %), con tasas de germinación de 90.0 ± 6.32 %, 91.2 ± 3.24 %, y 94.0 ± 3.16 

%; respectivamente. Sin embrago, al exponer las semillas a las concentraciones ≥ 50 mg L-1, la tasa de 

germinación se redujo en promedio un 6 % con respecto al control. Sobre la LR y LP se registraron 

reducciones a partir de la concentración de 50 mg L-1 hacia las mayores, mismas que tendieron a acumular 

altas cantidad de biomasa en ambos tejidos con respecto al control (N.S.), esto probablemente debido a la 

lignificación parcial inducida por las NPs (Da Costa et al., 2016); sin embargo, con la concentración de 25 

mg L-1 se obtuvo la mayor acumulación de biomasa (1, 419.2 ± 83.98 mg), equivalente a un 10.5 % más 

(N.S.) con respecto a las plántulas control (1, 284.3 ± 86.31 mg) (Cuadro 9). 
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Cuadro 9. Respuestas morfológicas de plántulas de Cucurbita pepo tratadas con 

nanopartículas de óxido de cobre. 

NPs CuO  

(mg L-1) 

Germinación 

 (%)  
LR (mm) LP (mm) 

Biomasa de 

plántula 

 (mg) 

Vigor (%) 

0 88.0 ± 4.53 ab  195.2 ± 16.2a 124.4 ± 9.3c 1,284.3 ± 86.31a 75.0 ± 4.7b 

0.25 82.4 ± 3.87 b 178.0 ± 17.5 b 133.1 ± 9.4b 1,278.7 ± 127.9a 61.6 ± 5.2b 

0.5 90.0 ± 6.32a 196.2 ± 11.1a 148.3 ± 11.6a 1,116.0 ± 153.41a 74.0 ± 2.3 b 

10 91.2 ± 3.24 a 179.2 ± 16.2ab 139.2 ± 9.5ab 1,124.9 ± 87.26a 73.6 ± 2.1b 

25 94.0 ± 3.16a 189.3 ± 16.6ab 142.0 ± 9.2a 1,419.2 ± 83.9 a 82.5 ± 1.8a 

50 81.0 ± 3.53b 148.1 ± 17.4c 124.1 ± 9.6 c 1,397.3 ± 103.1a 71.0 ± 4.8 b 

100 80.8 ± 3.6 b 152.6 ± 19.2 bc 124.5 ± 10.2c 1,381.5 ± 116.72a 55.0 ± 6.0 bc 

250 86.4 ± 3.6ab 169.3 ± 23.6abc 137.6 ± 11.7ab 1,389.5 ± 85.34a 42.0 ± 5.2 c 

Valores de medias y E.E con literales diferentes en la misma columna denotan una diferencia estadística 

significativa (p < 0.05). Análisis a los 8 días. Se consideraron 5 repeticiones; N = 400. 

Al evaluar el efecto de este tipo de NPs (CuO; 0.8 - 800 mg L-1) en otras especies (lechuga), pudo 

observarse una tendencia similar en su tasa de germinación dentro de un rango específico de concentración, 

donde, los mayores porcentajes, se obtuvieron en el rango de 0.8- 50 mg L-1 (Margenot et al., 2018), en el 

cual, la cantidad de Cu2+ generada a partir de la disolución de las NPs CuO, no significó impacto alguno 

sobre la variable estimada; no así, en concentraciones más altas, en las que se logró apreciar una relación 

directa entre la concentración de NPs CuO y la generación de Cu2+, que dio lugar a reducciones significativas 

en la tasa de germinación (Dimkpa et al., 2012). 

Los cambios observados en la morfología de la raíz derivados de la interacción con las NPs CuO, 

dependieron principalmente, de la concentración e internalización de estas, así como, de la generación de 

los iones (Cu2+) a partir de éstas. Donde las primeras (concentración/internalización) se vinculan al tamaño 

de las NPs, ya que en caso de tener dimensiones por encima de los 50 nm, se complicaría su ingreso a la 

célula por la barrera física que representa la pared celular, quedando así, acumuladas en el apoplasto, 

provocando varias complicaciones funcionales, incluyendo el ingreso de agua (Margenot et al., 2018), ante 
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lo cual, la planta como estrategia de adaptación, se esperaría que tendiera a activar mecanismos para la 

elongación de su raíz, además de promover el desarrollo de raíces secundarias (Ke et al., 2017). 

Aunque la solubilización de iones (Cu2+) se da en menor proporción cuando el cobre se encuentra 

en forma de NPs que cuando forma una sal (teniendo en este último caso un mayor efecto fitotóxico; Ke et 

al., 2017), no es despreciable su daño potencial, ya que ha sido posible establecer en algunos casos, una 

relación inversa entre la concentración de NPs (> 40 mg L-1) y la elongación de la raíz y vástago (Margenot 

et al., 2018); o, como en el caso de las raíces de Oryza sativa (1000 mg L-1), donde fue posible observar una 

acumulación en el tejido de 76 veces más en comparación con las plantas control, lo que llevó a un estrés 

osmótico que derivó en una reducción considerable de biomasa (Da Costa et al., 2016); distinguiendo que 

cualquier alteración en los 3 casos (reducción raíz/ tallo y biomasa), signos indicadores de estrés, de no ser 

contrarrestados, provocarían otras alteraciones más drásticas como las encontradas en las concentraciones 

> a 250 mg L-1 en la presente investigación, muestra de la condición de fitotoxicidad prevalente, 

comprometiendo en gran medida, la eficiencia de las funciones de estos órganos (Siddiqui et al., 2015). 

En cuanto a la producción de biomasa en las plantas tratadas con NPs CuO, se han reportado 

resultados con relación a las 2 posibles condiciones inherentes al respecto (mayor y menor acumulación), 

considerando que las dosis óptimas y el umbral de tolerancia van a cambiar dependiendo de la especie 

utilizada como modelo de estudio. Al probarse concentraciones dentro del umbral y con cercanía a las dosis 

óptimas, se pueden percibir incrementos significativos, como el caso de Phaseolus vulgaris con 

concentraciones < 50 mg L-1 (Lira et al., 2018). En cambio, cuando las concentraciones están fuera del 

umbral mencionado, se ha reportado e.g., en plantas de la misma especie (Cucurbita pepo var. Zucchini), 

O. sativa, Phaseolus radiatus y T. aestivum; que la exposición a concentraciones ≥ 1000 mg L-1, provoca 

reducciones equivalentes entre 16 y 90 % en el contenido de biomasa en comparación con las plantas control 

(Da Costa et al., 2016). Sin embargo, dentro de lo anterior, hay que considerar otro factor importante, el 

tiempo de exposición, donde una interacción continua y prolongada (mayor a 3 días) puede afectar el 

rendimiento de la biomasa de las plantas expuestas, inclusive a concentraciones bajas 10 y 50 mg L-1, en 

proporciones similares a las anteriores (47 - 66 %; Ke et al., 2017). En el caso de la presente investigación, 

las NPs CuO aplicadas durante la imbibición en dosis ≥ 25 mg L-1 marcaron una tendencia de mayor 

acumulación de biomasa en sus plántulas en comparación con las plántulas control. 

6.2.2 Eventos bioquímicos y fisiológicos asociados a la aplicación de nanopartículas de 

óxido de cobre. 

Tras la determinación de las 2 dosis más representativas, es decir, la óptima y la fitotóxica (25 y 

250 mg L-1, respectivamente) en las pruebas de germinación y vigor. Enseguida se dará lugar a la descripción 
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de los potenciales eventos bioquímicos ocurridos mediante la explicación de algunas variables asociadas al 

estallamiento oxidativo directo provocado por la aplicación de estas dosis de NPs CuO. 

El incremento en la producción de H2O2 en las raíces tratadas con NPs CuO, se corroboró mediante 

una tinción con DAB. En la figura 14 se pueden observar regiones color café, indicadoras de una 

acumulación de H2O2; siendo superiores en las raíces sometidas al tratamiento de 250 mg de NPs CuO L-1. 

La cuantificación de H2O2 intracelular fue consistente con lo observado de forma cualitativa en 

donde las raíces bajo tratamiento con 250 mg de NPs CuO L-1, presentaron una mayor concentración de 

H2O2 (0.12 ± 0.02mol), significativa, equivalente a un 30 % (Cuadro 10) en comparación con el contenido 

de H2O2 en las raíces del tratamiento de 25 mg de NPs CuO L-1 (0.09 ± 0.0022mol) y 0.7 veces con 

respecto al tejido control (0.07 ± 0.003 mol; p < 0.05). 

Cuadro 10. Concentración de peróxido de hidrógeno intracelular (moles H
2
O

2
) en raíces de 

plantas de Cucurbita pepo bajo estrés por nanopartículas de óxido de cobre. 

 

Control 
NPs CuO 

25 mg L
-1

 

NPs CuO 

250 mg L
-1

 

0.07 ± 0.0048 

b  

0.09 ± 0.0022 

b 

0.12 ± 0.02 

a 

Valores de medias y E.E con literales diferentes entre columnas denotan una diferencia estadística 

significativa p < 0.05. Se consideraron 5 repeticiones; N = 12. 

Según Nair y Chung (2015), encontraron una correlación directa entre la concentración de las NPs 

CuO aplicada y la producción de H2O2 y éstas con la peroxidación de los lípidos de las membranas de los 

organelos en raíces de Cicer arietinum en concentraciones de NPs CuO de 200-500 mg L-1 (Nair et al., 

2015). Una deficiente eliminación de H2O2 en combinación con un exceso de Cu (CuO o Cu+2) en el medio, 

puede derivar en la peroxidación de los lípidos de las membranas por una de las reacciones de Fenton (Khan 

et al., 2019), como ocurrió en Elodea densa bajo exposición de NPs CuO durante 3 días en concentraciones 

de 5.0 mg/L-1 (Rico et al., 2015). 
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Figura 15. Tinción con diaminobencidina en raíces de Cucurbita pepo tratadas con 

nanopartículas de óxido de cobre. El color marrón denota los depósitos de H2O2 producido a nivel 

celular; a) raíces control; b) Raíces bajo estrés con nanopartículas de CuO a una concentración de 

250 mg L-1. 

Pasando a la acumulación de fenoles totales en las raíces de C. pepo tratadas con NPs CuO (25 y 

250 mg L-1) fue menor en comparación con las plantas control (Cuadro 11). Sin embargo, haciendo una 

comparación entre los tratamientos elicitados, se pudo observar que en las raíces del tratamiento de 25 mg 

L-1, se produjo una mayor cantidad (p < 0.05) de compuestos fenólicos, equivalente a un 11 % más (103.96 

± 3.55 g de catequina /gPS) en comparación con las tratadas con 250 mg L-1 (93.64 ± 3.14 g de catequina 

/gPS; Cuadro 11). 

Cuadro 11. Contenido de fenoles totales (g de catequina /gPS) presentes en las raíces de 

Cucurbita pepo bajo tratamiento con nanopartículas de óxido de cobre. 

 

Control 
NPs CuO 

(25 mg L
-1

) 

NPs CuO 

(250 mg L
-1

) 

104.93 ± 2.61 

a 

103.96 ± 3.55 

a 

93.64 ± 3.14 

b 

Valores de medias y E.E con literales diferentes entre columnas denotan una diferencia estadística 

significativa (p < 0.05). Se consideraron 5 repeticiones; N = 15. 

El hecho de que bajo la concentración de 25 mg L-1, se produzca una cantidad similar de estos 

compuestos en comparación con el control, significa que esta dosis no provoca una alteración deletérea en 

el estado redox celular, lo cual, tiene un efecto positivo dual, ya que al haber una mayor cantidad de 

B A 



 

 

 

70 

compuestos fenólicos en comparación con el tratamiento de 250 mg L-1; uno de los efectos va dirigido hacia 

la conservación de la estructura de las NPs, brindándoles estabilidad dentro de la planta, evitando con ello, 

la disolución en exceso de Cu+ / Cu+2 (Nair et al., 2015), escenario distante en tratamiento de 250 mg L-1, 

que al verse reducida la concentración de estos compuestos es más probable tenga lugar la disolución de los 

iones de cobre en el medio. El otro efecto va dirigido hacia la función reductora de estos compuestos, cuando 

los iones mencionados (Cu+ / Cu+2) ya se encuentran en solución, formados normalmente en exceso con 

concentraciones altas de NPs CuO. Por ello, es importante la concentración de fenoles en la aplicación de 

NPs metálicas, porque evita una reacción oxidativa de mayor proporción y con ello, un episodio de estrés 

más prolongado que lleve a un desajuste metabólico irreversible (Siddiqui et al., 2015). En cuanto a su 

notable disminución (compuestos fenólicos) bajo el tratamiento de 250 mg L-1; puede deberse 

probablemente a un incremento súbito en la concentración de ABA en las raíces de C. pepo ante la alta 

concentración de NPs (González et al., 2019), aunado a una alteración en la ruta de aminoácidos aromáticos 

como la fenilalanina triptófano o tirosina, que son fundamentales y determinantes en la concentración de 

fenoles en las plantas (Valcarcel et al., 2015; Fang et al., 2016; Rasouli et al., 2016). 

6.2.3 Proteómica diferencial 

En la figura 15 se muestran los perfiles proteómicos de la muestra control (15. A) en el cual se 

contabilizaron 697 ± 48 manchas proteicas, 500 fueron comunes a todos los geles (105 ± 14 manchas en las 

raíces control). Un total de 92 ± 21 manchas proteicas fueron determinados como diferenciales usando una 

significancia de p < 0.05. Para poder hacer el análisis se obtuvo un gel de referencia (master gel) cuyo patrón 

proteómico albergaba las machas proteicas más representativos de cada uno de los tratamientos (control y 

250 mg de NPs CuO L-1; 789 en total) y con los cuales se hizo la comparación cuantitativa y estadística (t 

de student al 95 %) para cada una de las repeticiones de ambos tratamientos. El perfil proteómico de las 

raíces elicitadas con 250 mg L-1 NPs CuO obtenido albergaba 681 proteínas (Figura 15). Cabe mencionar 

que no fue posible realizar la secuenciación de estas proteínas. 
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Figura 16. Diagrama de Venn de las proteínas expresadas en raíces de Cucurbita pepo bajo 

estrés con nanopartículas óxido de cobre. 

No se realizó la secuenciación e identificación de proteínas debido a un incremento en el costo de 

los servicios requeridos, no respaldables por los fondos disponibles para este proyecto. 

6.2.4 Bioensayo de siembra en sustrato: parámetros morfofisiológicos 

Al realizar este bioensayo fue posible notar que al extender el periodo de crecimiento de las plantas 

(25 días) la dosis alta de NPs CuO (250 mg L-1) tuvo un efecto de proporción diferente al observado en las 

pruebas de germinación (etapa de plántula). A continuación, se muestran los resultados obtenidos del 

análisis estadístico realizado en variables con relación a la morfo-fisiología de las plantas de C. pepo 

expuestas a las 2 concentraciones de interés (25 y 250 mg L-1) en comparación con un tratamiento control. 

Para posteriormente abordar los resultados de los eventos bioquímicos asociados al estado de estrés 

oxidativo derivado de la aplicación de las mismas dosis de NPs CuO. 

El efecto tras la aplicación de NPs CuO permitió observar una tendencia en las plantas tratadas con 

la dosis de 25 mg L-1 a incrementar la longitud radical, el área foliar, la biomasa del vástago y de manera 

significativa la altura de vástago (p < 0.05; Cuadro 12). 

Con respecto a la dosis de 250 mg L-1, al realizar el experimento en sustrato y al extender el periodo 

de desarrollo de las plantas de C. pepo, su efecto fitotóxico se vio disminuido, ya que en 6 de las 8 variables 

analizadas (longitud radical, diámetro de tallo, número de hojas, área foliar, IRC y biomasa del vástago; 

Cuadro 12), los efectos mostrados fueron estadísticamente similares con respecto a la dosis de 25 mg L-1; 

excepción fue el diámetro del tallo, donde la concentración más alta mostró una tendencia a superar el grosor 

de los tallos correspondientes a los otros tratamientos. 
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Cuadro 12. Respuestas morfológicas de plantas de Cucurbita pepo bajo la aplicación foliar de 

nanopartículas de óxido de cobre. 

 

Valores de medias y E.E con literales diferentes entre columnas denotan una diferencia estadística 

significativa (p < 0.05). Se consideraron 5 repeticiones; N= 15. 

6.2.5 Bioensayo de siembra en sustrato: Pruebas bioquímicas sobre el estado de estrés 

oxidativo 

De forma similar al bioensayo descrito en la sección de grafeno, las NPs CuO se probaron durante 

la etapa vegetativa de plantas C. pepo, hasta los 25 días posteriores a la emergencia de la plántula. Momento 

en el cual, se procedió a evaluar el estado redox de las raíces mediante las pruebas bioquímicas mencionadas 

(contenido de H2O2 intracelular, actividad antioxidante y contenido de clorofila), los resultados se exponen 

a continuación. 

Los resultados de la determinación de H2O2 intracelular se obtuvieron dando seguimiento a 2 

proyecciones de interés; una: el estímulo que representa la presencia de las NPs sobre la concentración de 

H2O2 en las raíces cuando la dosis es óptima (25 mg L-1) y la otra, cuando la dosis es fitotóxica (250 mg L-

1). Los niveles de esta ERO en las raíces, al momento de la aplicación de las NPs CuO, se mostraron 

incrementados en ambos tratamientos bajo elicitación (25 y 250 mg L-1; p<0.01) en comparación con las 

raíces control; siendo mayor en el tratamiento de 25 mg L-1 (0.6 veces más H2O2) en comparación con las 
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raíces control (0.09 ± 0.004 mol H2O2) y sólo incrementado 0.44 veces en el tratamiento de 250 mg L-1 

(ANOVA, p < 0.01; Cuadro 13). Al cabo de 12 h el estímulo fue reducido en ambos tratamientos con NPs 

CuO a concentraciones por debajo de las registradas en las raíces control (0.10 ± 0.005 mol), siendo menor 

las raíces correspondientes al tratamiento de 250 mg L-1. 

Cuadro 13. Concentración de peróxido de hidrógeno (mol H
2
O

2
) en las raíces de plantas de 

Cucurbita pepo tras la aplicación foliar de nanopartículas de óxido de cobre. 

 

  Control NPs CuO          

(25 mg L
-1

) 

NPs CuO        

(250 mg L
-1

) 

0 h 0.09 ± 0.004 c 0.15 ± 0.004 a 0.13 ± 0.01  b 

12 h 0.10 ± 0.005 a 0.09 ± 0.003 a 0.07 ± 0.003 b 

Valores de medias y E.E con literales diferentes entre columnas denotan una diferencia estadística 

altamente significativa (p < 0.01). Se consideraron 5 repeticiones; N = 30. 

Un incremento súbito en la concentración de H2O2 como el registrado en inicio en las raíces de C. 

pepo puede representar una señal para la activación de algunos mecanismos antioxidantes. Sin embargo, 

una deficiente actividad en este sentido (antioxidante) se traduce en una mayor acumulación de H2O2 en la 

célula y el apoplasto, que en combinación con un exceso de Cu (CuO o Cu+2) en el medio, puede derivar en 

la peroxidación de los lípidos de las membranas (Rico et al., 2015). Al respecto, Nair y Chung (2015), 

lograron una corroboración, al probar concentraciones de 200-500 mg L-1 encontraron una correlación 

directa entre la concentración de las NPs CuO, la producción de H2O2 y la peroxidación de los lípidos de 

las membranas de los organelos en raíces de Cicer arietinum (garbanzo). Sin embargo, como se podrá 

apreciar más adelante, la presencia de H2O2 en las raíces de C. pepo crecidas en sustrato, lejos de representar 

un factor de inhibición en la actividad enzimática antioxidante, pudo establecerse en inicio una correlación 

positiva entre la actividad específica de SOD y la presencia de esta ERO; y al final del periodo considerado 

para el bioensayo (12 h), se observó una correlación importante en ambos sentidos; positiva con respecto a 

la actividad específica de POX y negativa con respecto a APX (r = 0.90 y - 0.98, respectivamente). 

Al darle seguimiento a la respuesta antioxidante de manera más puntual ante la presencia de H2O2 

en las raíces de C. pepo, se pudo registrar la actividad específica máxima (POX, APX y CAT) al cabo de 

12 h de haber aplicado las NPs CuO en ambos tratamientos (25 y 250 mg L-1). En el caso de POX, fue 

posible observar un incremento de su actividad en 0.7 y 1.4 veces dentro los tratamientos elicitados (25 y 
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250 mg L-1, respectivamente; p < 0.01) en comparación con las raíces control (7.31 ± 0.55 UI/ mg de 

proteína; ANOVA; Cuadro 14). 

La mayor actividad de APX se registró también bajo el tratamiento elicitado con 250 mg L-1, donde 

al cabo de las 12 h, era 0.28 veces mayor que la del tratamiento de 25 mg L-1 y 0.5 veces mayor comparada 

con la actividad de las raíces control (ANOVA p<0.05) – Cuadro 14-. En cuanto a la actividad de CAT, la 

más alta tuvo lugar en las raíces de 25 mg L-1 (0.334+- 0.062 UI/ mg de proteína) siendo superior un 0.4 

veces con respecto a la actividad del tratamiento de 250 mg L-1 (Cuadro 14) y 27% en comparación con la 

actividad de CAT de las raíces control (p < 0.01). 

Cuadro 14.Actividad específica de Peroxidasas, Ascorbato peroxidasas, Catalasa y Superóxido 

dismutasa tras la aplicación foliar de nanopartículas de óxido de cobre a plantas de Cucurbita 

pepo. 

 

Valores de medias y E.E con literales diferentes entre columnas denotan una diferencia estadística 

significativa (p < 0.05; **: p < 0.01). Se consideraron 5 repeticiones; N= 15. 

La correlación directa entre la concentración de NPs CuO, H2O2, actividad POX y la lignificación 

de raíces, ya había sido reportada por (Nair et al., 2015) en plantas de garbanzo; destacando que POX 

participa directamente en este proceso (lignificación). Algunos estudios destacan la importancia sobre el 

cómo la actividad de POX, tiene que ver con la adaptación de las plantas a entornos alterados con presencia 

de metales pesados y altas concentraciones de gases de efecto invernadero (Gupta et al., 2018). Yue et al. 

(2017) encontraron una sobre-expresión de genes relacionados con una mayor actividad de POX en el 

apoplasto de plantas de maíz al momento de someterlas a una exposición directa con Cd, lo cual les permitió 

una mayor acumulación de biomasa; otro caso, fue el encontrado en plantas de A. thaliana , donde se pudo 

observar una menor acumulación de Al en las raíces, causada por la sobreexpresión de otro gen relacionado 
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con la actividad POX (AtPrx64), lo cual derivó en una menor cantidad de ERO y un mayor crecimiento de 

la raíz. (Wu et al., 2017). Por otro lado, Ke et al. (2017) reportaron que la sobreexpresión de los genes que 

codifican para APX y Cu SOD se relaciona directamente con el nivel de H2O2. 

En cuanto a la actividad específica de CAT, se encontró un patrón similar en plantas de A. thaliana, 

donde el estallamiento oxidativo derivado de la aplicación de NPs CuO en concentraciones bajas (10 mg L-

1) provocó una actividad CAT más alta en comparación con la registrada en las plantas bajo concentraciones 

mayores (> 50 mg L-1; Ke et al., 2017). Destacando que la actividad específica de esta enzima normalmente 

tiene lugar para combatir la sobreproducción de H2O2 durante etapas tempranas del estallamiento oxidativo 

(Ke et al., 2017). 

Pasando a la respuesta antioxidante de naturaleza no enzimática (cantidad de prolina), determinada 

ante el estallamiento oxidativo derivado de la aplicación de NPs CuO; pudo observarse un patrón creciente 

y con mayor duración a diferencia de la respuesta de naturaleza enzimática. Ésta fue similar en proporción 

en ambos tratamientos con NPs (25 y 250 mg L-1), teniendo incrementos en la concentración de prolina a 

las 12 h de aplicar las suspensiones correspondientes, equivalentes a un 14.5 y 12.0 % (25 y 250 mg L-1, 

respectivamente; ANOVA; p < 0.01), con respecto a sus concentraciones iniciales (0 h) y de 25 y 23% (25 

y 250 mg L-1) con respecto a la cantidad de prolina presente en las raíces control (Cuadro 15); no habiendo 

diferencia significativa a este momento entre los tratamientos elicitados (25 y 250 mg L-1). 

 

Cuadro 15. Contenido de prolina (g) en raíces de Cucurbita pepo tras la aplicación foliar de 

nanopartículas de óxido de cobre. 

 Control 
NPs CuO  

(25 mg L
-1

) 

NPs CuO  

(250 mg L
-1

) 

0 h  492.64 ± 9.51   

a 

559.75 ± 12.47 

a 

557.81 ± 56.84 

a 

12 h 489.47 ± 13.21 

b 

654.61 ± 58.13 

a 

634.25 ± 27.62 

a 

Valores de medias y E.E con literales diferentes entre columnas denotan una diferencia estadística 

significativa (p < 0.01). Se consideraron 5 repeticiones; N = 15. 

Incrementos significativos de este aminoácido (2.0 veces, comparado con el control) se han 

encontrado también en raíces de Oryza sativa bajo tratamiento con NPs CuO (1000 mg L-1); donde la 

principal función de la prolina radicaba en evitar la peroxidación de las membranas (Da Costa et al., 2016) 

e incidir de manera directa sobre la permeabilidad de éstas (Prasad et al., 2017). 
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El desbalance redox generado por la segunda aplicación NPs CuO impactó de manera adversa y 

significativa sobre la concentración de clorofila en las hojas de C. pepo, ya que bajo los dos tratamientos 

elicitados (25 y 250 mg L-1), pudo observarse una reducción en sus niveles, tanto en su tipo a, como de 

clorofila b y total; al cabo de 12 h (Cuadro 16). Dicha reducción, en el caso de la clorofila a fue del 30.3 y 

47.3 % (p < 0.05) para los tratamientos de 25 y 250 mg L-1, respectivamente; en la clorofila b fue de 26.3 y 

55.2 % (25 y 250 mg L-1, respectivamente); y para la clorofila total de 28.4 y 46.6 % (25 y 250 mg L-1, 

respectivamente); tomando como referencia su concentración inicial. 

Con respecto a la cantidad de clorofila de las hojas control, se puede observar que la degradación 

del pigmento ocurrida en el tratamiento de 25 mg L-1 fue equivalente a una reducción del 13.1, 18.6 y 14.6 

%, para el contenido de clorofila a, b y total; respectivamente. Siendo más afectadas, en este sentido, las 

hojas bajo el tratamiento de 250 mg L-1, donde la reducción del contenido de clorofila a, b y total, fue del 

42.7, 38.4 y 41.4 %, respectivamente (Cuadro 16). 

Cuadro 16. Contenido de clorofila a, b y total de plantas de Cucurbita pepo después de la 

aplicación foliar de nanopartículas de óxido de cobre. 

 

 Clorofila a (mg * mL-1) Clorofila b (mg * mL-1) Clorofila total (mg * mL-1) 

Control 
NPs CuO    

(25 mg L
-1

) 

NPs CuO 

(250 mg L
-1

) 
Control 

NPs CuO    

(25 mg L
-1

) 

NPs CuO    

(250 mg L
-1

) 
Control 

NPs CuO    

(25 mg L
-1

) 

NPs CuO    

(250 mg L
-1

) 

0 h 0.038 ± 

0.001 b 

0.047 ± 

0.004 a 

0.041 ± 

0.001 b 

0.018 ± 

0.001 a 

0.019 ± 

0.001 a 

0.019 ± 

0.001 a 

0.057 ± 

0.002 a 

0.065 ± 

0.005 a 

0.060 ± 

0.002 a 

12 h 0.038 ± 

0.002 a 

0.033 ± 

0.001 b 

0.022 ± 

0.001 c 

0.017 ± 

0.001 a 

0.014± 

0.0002 b 

0.011 ± 

0.001 c 

0.055 ± 

0.002 a 

0.047 ± 

0.001 b 

0.032 ± 

0.001 c 

Valores de medias y E.E con literales diferentes entre columnas denotan una diferencia estadística 

significativa (p < 0.01). Se consideraron 5 repeticiones; N = 15. 

El impacto negativo de las NPs CuO sobre la biosíntesis de clorofila ya ha sido reportado; donde 

las principales atribuciones son debidas a la naturaleza metálica de las NPs (tamaño/concentración) y a la 

liberación excesiva de iones (Cu+ y Cu+2; Rico et al., 2015). Ke et al. (2017) han reportado reducciones 

significativas (50-70 %) en este pigmento al emplear concentraciones superiores a 50 mg L-1, donde las NPs 

CuO incidieron directamente sobre las reacciones fotoquímicas del PSII, reduciendo significativamente la 

conversión de energía (fotón - electrón) requerida en este fotosistema (Rico et al., 2015). Evaluando 

concentraciones más altas (hasta de 10 g L-1), no sólo fue corroborada la degradación de la clorofila como 

efecto de las NPs CuO, además provocaron alteraciones estructurales y funcionales en el estroma, los 

tilacoides (reduciendo su número) y las grana (Rebeiz, 2014; Rico et al., 2015). 
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En la relación prolina-clorofila, Demidchik (2015) reportó que al encontrarse incrementada la 

síntesis de prolina, se reduce la actividad del ciclo de Calvin para prevenir la oxidación del NADPH y a la 

vez, mantener la disponibilidad de NADP+ como receptor de electrones en el PSI bajo una condición de 

estrés, lo que permitiría la continuidad del flujo de electrones dentro de dicho fotosistema y con ello, como 

se mencionó previamente, evitar la acumulación de ERO como 1O2 y O2 
- (Kaur et al., 2015), evitando un 

desbalance redox abrupto que pudieran afectar la concentración de clorofila y con ello, la eficiencia 

fotosintética (Lodeyro et al., 2015); en el caso del presente trabajo realizado con C. pepo, si bien pudo 

percibirse una relación de este tipo al inicio del experimento (0 h), al final la concentración de clorofila 

disminuyó de manera considerable, no así la de prolina.  



 

 

 

78 

7. Conclusiones 

Cambios en la morfo-fisiología de C. pepo, derivados de la aplicación de los NMs probados, se 

observaron principalmente en la raíz, órgano que mostró modificaciones en su estructura en las 

concentraciones mayores (1000 mg L-1 grafeno y 250 mg L-1 NPs CuO). 

Al aplicar grafeno, se observó una inducción de raíces secundarias, incremento en la densidad pelos 

radiculares, estos cambios acompañados con un incremento en compuestos fenólicos, así como una 

alteración de proteínas asociadas a la alteración del estado redox en las células del sistema radicular, 

activando la dinámica de señalización (MAPK) y el transporte a través de las membranas de agua, 

favoreciendo cambios en la conformación de la pared celular en favor de su expansión y lignificación. 

Cuando el grafeno fue adicionado posteriormente en la etapa vegetativa (25 dde), indujo un mayor vigor a 

las plántulas, donde los cambios observados en la morfo-fisiología pueden ser derivados de la presencia de 

H2O2, siendo esta ERO la responsable de la activación de la ruta de señalización para la síntesis de 

fitorreguladores. 

Las NPs CuO indujeron también a un mayor vigor en las plántulas, pero a concentraciones menores 

(25 mg L-1), incrementando esta concentración 10 veces (250 mg L-1), los efectos fueron adversos, ya que 

provocó una reducción importante en todas las variables evaluadas a los 8. La aplicación foliar de estas NPs 

activó el sistema antioxidante de la planta la cual respondió al estímulo bajo ambas concentraciones (25 y 

250 mg L-1). El estado de equilibrio biológico funcional fue alterado y no recuperado después de 12 h de la 

aplicación vía foliar, la actividad específica enzimática fue rebasada, ya que se redujo significativamente, 

afectando también el estado de oxidación prevalente, al contenido de clorofila, sin embargo la compensación 

antioxidante se percibió de una fuente no enzimática, mediante incrementos significativos en la 

concentración de prolina en las plantas tratadas con NPs, relacionándose de manera inversa con las 

anteriores. 

El incremento en vigor derivado de la aplicación de los NMs a los 25 dde, les permite a las plantas 

de calabaza tener mayor probabilidad de expresar su máximo potencial genético productivo, una vez 

alcanzadas las etapas posteriores de desarrollo, o bien, al ser trasladadas a campo. 
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8. Perspectivas 

Es recomendable evaluar a detalle los cambios en la morfología radical, para establecer su 

correlación con el contenido de auxinas tras la aplicación de los NM propuestos, para poder definir con 

precisión el grado de interacción entre éstos. 

Por otro lado, también es recomendable dar seguimiento al experimento hasta una fase reproductiva 

de la planta de calabacita, para poder vislumbrar el efecto del grafeno en esta fase tan importante. 
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10. ANEXO 

 

A0: Cucurbita pepo. Variedad: Zucchini 

 

 

Figura A0. Planta de C. pepo en etapa de producción. 

 

 

 

Figura A1. Curva de imbibición de las semillas de C. pepo 
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Figura A1. Acomodo de las plántulas de C. pepo sobre la hoja de papel Anchore. 

 

 

 

 

 

 

A.2. Estandarización del ensayo para la determinación de peróxido intracelular. 
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A.3. Curva estándar de catequina para la determinación de fenoles totales con el reactivo Folin-

Ciocalteu. 

 

A.4. Fórmula para el cálculo del % de inhibición de SOD: 

% inhibición = [
(Abs b1−Abs b3)−(Abs muestra−Abs b2)

Abs b1−Abs b3 
] x 100 

 

Donde: 

Abs b1: Absorbacia a 450 nm de la solución blanco 1. 

Abs b2: Absorbacia a 450 nm de la solución blanco 2. 

Abs b3: Absorbacia a 450 nm de la solución blanco 3. 

Abs muestra: Absorbacia a 450 nm de la solución con extracto vegetal. 
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A.4. Curva estándar para el contenido de proteína por el método Bradford. 
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A.5. Curva estándar de cuantificación de prolina. 

 

 

 

 

 

A.6.: Estandarización 2D-Quant Kit. 
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Figura A.7. Sarcófago para tiras IPG: Depósito de rehidratación para las tiras IPG 

(Isoelectroenfoque). Se coloca una tira en cada carril. 

 

 

 

A.8. Comparación entre perfiles proteómicos obtenidos a partir de raíces. A) tratadas con 1000 mg 

de grafeno L-1; B) de raíces del tratamiento control (derecho). M: marcador; pI: punto isoeléctrico (3-10); 

PM: peso molecular. 

 

A B 

pI  pI  
250kD 

150 

100 

75 

  

50 

  

37 

  

  

25 

 3                                                              10             3                                                                             10 

P
M

 



 

 

 

99 

 

 

A.9. Comparación entre perfiles proteómicos obtenidos a partir de raíces. A) tratadas con 1000 mg 

de grafeno L-1; B) de raíces del tratamiento control (derecho). M: marcador; pI: punto isoeléctrico (4-7); 

PM: peso molecular. 
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