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RESUMEN

El presente estudio evalla los efectos de las nanoparticulas de plata sobre Capsicum annuum, una
planta de gran importancia econdémica y cultural en México. El objetivo fue determinar el impacto de
estas nanoparticulas en el estrés oxidativo, en la produccion de metabolitos y en las capacidades
antioxidantes de las plantas. Se aplicaron tres concentraciones de nanoparticulas (10, 50 y 100 ppm)
a cultivos de chile durante dos periodos de recoleccion (1 y 2 meses), y se analizaron tejidos
mediante espectroscopia de fluorescencia de rayos X y ensayos bioquimicos (FRAP, DPPH, ABTS,
polifenoles, flavonoides y taninos). Los resultados mostraron que las nanoparticulas influyen en la
absorcién de elementos esenciales, como el calcio y el magnesio, e inducen cambios en la
produccion de metabolitos primarios y secundarios. En etapas tempranas, se observaron
reducciones significativas de los polifenoles, mientras que los flavonoides y los taninos aumentaron
con el tiempo. La actividad antioxidante y de enzimas peroxidasa presenté variaciones asociadas a
las concentraciones de nanoparticulas, indicando un periodo de adaptacién metabdlica. Estos
hallazgos destacan la necesidad de estudios extensivos sobre las respuestas adaptativas de las
plantas a largo plazo.

PALABRAS CLAVE:

Efecto, antioxidante, metabolitos, bioacumulacioén.
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ABSTRACT

This study evaluates the effects of silver nanoparticles on Capsicum annuum, a plant of
significant economic and cultural importance in Mexico. The objective was to assess the impact of
these nanoparticles on oxidative stress, metabolite production, and antioxidant capacities in plants.
Three nanoparticle concentrations were applied to chili crops during two harvest periods, and tissues
were analyzed by spectroscopy and biochemical assays (FRAP, DPPH, ABTS, polyphenols,
flavonoids and tannins). Results revealed that nanoparticles influence the absorption of essential
elements, such as calcium and magnesium, and alter the production of primary and secondary
metabolites. Significant reductions in polyphenols were observed in the early stages, while flavonoids
and tannins increased over time. Antioxidant activity and peroxidase enzyme performance showed
concentration-dependent variations, suggesting a metabolic adaptation period. These findings
underscore the need for extensive studies on plants' long-term adaptive responses to nanoparticle
exposure.

KEY WORDS:

Effect, antioxidant, metabolites, bioaccumulation.
Introduccién

El chile (Capsicum spp.) se encuentra entre las principales hortalizas cultivadas a nivel
internacional, con una produccién anual estimada en 36.3 millones de toneladas (“FAO Statistical
Programme of Work 2020-2021,” 2020). México, ocupa el cuarto lugar en cuanto a volumen de
produccion, alcanzando 2.6 millones de toneladas (Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera, 2022).IAdemas, este pais es reconocido como el centro de origen de la especie Capsicum
annuum (C. annuum), comunmente identificada como chile (Kraft et al., 2014) y que posee un
profundo arraigo cultural en la gastronomia y tradicion mexicanas. Entre las especies de mayor
trascendencia econdmica para México destaca precisamente C. annuum, debido a la diversidad de
sus variedades y su amplio aprovechamiento. A nivel mundial, la nanotecnologia ha permitido el
desarrollo de diversos materiales innovadores, entre los que destacan las nanoparticulas (particulas
cuyas dimensiones en cualquiera de los tres ejes son menores de 100 nm). Estos materiales son
ampliamente utilizados debido a sus propiedades Unicas, no presentes en sus contrapartes
macroscopicas (Harish et al., 2022). En especial, las nanoparticulas de plata (AgNPs), se encuentran
entre los nanomateriales mas producidos y estudiados; poseen diversas areas de aplicacion
mayormente como agentes antimicrobianos empleados en bioingenieria y medicina (Duman et al.,
2024). Las AgNPs, también tienen uso como agentes de control de plagas en la agricultura (Martinez-
Cisterna et al., 2024) e incluso como materiales promotores del crecimiento y de la germinacién en
plantas (Khan et al., 2023). La creciente produccién y aumento de productos que contienen AgNPs
han generado preocupacion por su destino final en el medio ambiente, planteando inquietudes por
los posibles efectos secundarios sobre la salud humana y los ecosistemas agricolas (Chen et al.,
2023; Ferdous & Nemmar, 2020; Li & Cummins, 2022). Tras el desecho de productos que contienen
nanoparticulas, como cosméticos, textiles antimicrobianos, dispositivos médicos y productos de
cuidado personal, las AgNPs suelen terminar en sistemas de tratamiento de aguas residuales, estos
sistemas estan diseflados para remover sélidos y contaminantes quimicos, sin embargo, las
nanoparticulas, debido a su reducido tamafio y propiedades quimicas pueden eludir estos procesos
(Gottschalk et al., 2009). A pesar de su creciente uso, alin no se ha evaluado a fondo el riesgo
potencial de las AgNPs para el sector agricola. Se desconocen detalles sobre su fitotoxicidad,
posibles alteraciones en la germinacion y el crecimiento de las plantas, asi como sus efectos en el
metabolismo primario y secundario, que podrian modificar la produccion de compuestos y afectar el
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rendimiento de los cultivos y la productividad ecolégica. Estudios han indicado que concentraciones
elevadas de AgNPs (superiores a 50 ppm) inhiben el crecimiento vegetal, alteran actividades
fisiolégicas, y aumentan la produccidn de especies reactivas de oxigeno (Jiang et al., 2017; Wu et
al., 2020). Asimismo, se ha observado que las AgNPs, pueden dafiar la integridad de la pared celular,
lo que conduce a la inactivacion de enzimas importantes mediante interacciones no controladas con
los grupos tiol de las proteinas. Sin embargo, la informacion detallada es limitada, ya que la mayoria
de los estudios evalGan una Unica etapa de crecimiento o concentracion de AgNPs, y son escasos
los trabajos que analizan simultaneamente diversas actividades antioxidantes y cambios en
metabolitos primarios y secundarios. Este trabajo tiene como objetivo esclarecer, mediante un
estudio preliminar, el impacto de la adicion de AgNPs, en diversas concentraciones, en cultivos de
chile (C. annuum) en dos etapas de crecimiento. Para ello, se determinaron las variaciones en la
capacidad antioxidante, la produccién de metabolitos primarios, las alteraciones en los metabolitos
secundarios y la respuesta enzimatica al estrés oxidativo.

Material y Métodos

Germinacion y Cultivo

En esta investigacion se emplearon semillas de Capsicum annuum, variedad Criollo de Morelos
334, proporcionadas por el area de fitopatologia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
ubicado en Texcoco, Estado de México. Las semillas fueron germinadas en charolas de poliestireno
de 128 cavidades, empleando musgo de turba como sustrato.

Con fines de investigacion, se incorporaron nhanoparticulas de plata (AgNPs) en tres
concentraciones diferentes (10, 50 y 100 mg/kg) a un suelo agricola de caracteristicas franco-
arenosas, utilizando una suspension de 218.18 ppm. El sustrato homogeneizado se distribuyé en
bolsas de cultivo de polietileno con una capacidad de 4.3 L.

Tras 38 dias de germinacion, las plantulas se trasplantaron a las bolsas asignadas a los distintos
tratamientos. Cada tratamiento incluyé 12 réplicas biolégicas, divididas en dos grupos de 6 para los
distintos tiempos de recoleccion.

Transcurridos 34 dias posteriores al trasplante, se colectaron las hojas de 6 plantas
correspondientes a cada uno de los tratamientos, se congelaron en el momento y se sometieron a
un proceso de liofilizacion a 0.052 mBar y -52 °C durante 24 h. Los tejidos secos fueron pulverizados
y homogeneizados con un mortero de porcelana, y luego almacenados en ausencia de luz y de
humedad.

La segunda colecta se realiz6 65 dias después de la trasplantacién, bajo las mismas condiciones
descritas anteriormente.

Determinacién de Ag en los tejidos por Espectroscopia de Absorcién Atémica.

Mediante andlisis de espectroscopia de absorcion atémica (AAS) se detectd plata en 3
cantidades de muestra distintas (100 mg, 200 mg y 500 mg) de la poblacién tratada con 50 ppm de
AgNPs de la segunda colecta. Para ello, el tejido seco se digirié con 3 mL de &cido nitrico al 65 %y
se calentd a 300 °C durante 1 hora. El residuo obtenido se filtré y se aforé con agua destilada hasta
10 mL. Se realizaron lecturas por quintuplicado.

Se empled una curva de calibracion en un rango de concentraciones de 0 a 2 ppm de Ag
preparada a partir de una solucién estandar de 100 ppm de Ag, y los resultados se expresaron como
mg de Ag/kg de peso seco.

Determinacion de elementos en los tejidos por Fluorescencia de rayos X.

Se realiz6 el analisis de fluorescencia de rayos X (XRF) en los tejidos pulverizados utilizando un
espectrometro portatii TRACER 5i de Bruker®, operado de acuerdo con las especificaciones
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recomendadas por el fabricante para materiales de baja densidad. Para el analisis se tomaron 25
mg de cada uno de los tratamientos y se colocaron sobre un portaobjetos. Las mediciones se llevaron
a cabo en modo semicuantitativo, empleando una energia de excitacion de 40 kV y una corriente de
10 pA. A partir de las sefiales obtenidas de los espectros (Br: 1.48; Si: 1.74; S: 2.31; Cl: 2.62; Ag:
2.98; K: 3.31; Ca: 3.69; Fe: 6.41; Co: 6.93; Ni: 7.48; Cu: 8.05; y Zn: 8.64 keV), se determiné la
abundancia relativa de los elementos presentes en cada muestra de tejido en comparacion con el
grupo control. Para ello, se identificaron las sefiales en los espectros y se calcul6 el area bajo la
curva mediante integracién manual con eliminacién de la linea base, utilizando el software
OriginPro®. Posteriormente, se calcul6 la relacién entre la intensidad obtenida en cada tratamiento y
la del control. Con estos datos, se construy6 un mapa de calor en el software GraphPad Prism®, para
visualizar y analizar los cambios de manera directa y simplificada.

Determinacién de actividades antioxidantes.

Para la cuantificacion de polifenoles totales, flavonoides, taninos y la determinacion de las
actividades antioxidantes se realizo el macerado de 20 + 0.2 mg del tejido liofilizado de C. annuum
de cada uno de los tratamientos con 10 mL de metanol al 80 % (v/v) durante 24 horas en ausencia
de luz con agitacion orbital.

Actividad captadora del radical ABTS. La actividad antioxidante mediante el radical ABTS-*
se determiné siguiendo la metodologia descrita por Zielinska et al. (2017). Para ello, se prepar6 una
solucion stock de ABTS-+* mediante la oxidacién del ABTS con persulfato de potasio, y luego se ajusto
la absorbancia de la solucién a 0.72 (DO a 734 nm). El analisis se llevd a cabo en una microplaca
de 96 pocillos, colocando 280 pL de la solucion de ABTS:* y 20 pL de la muestra o del estandar, en
triplicado técnico. La absorbancia se midi6 a 734 nm en modo cinético utilizando un
espectrofotdmetro de microplacas.

Se empleé una curva de calibracién de Trolox como estandar antioxidante en un rango de 0 a
350 umol/L. Los resultados se expresaron como equivalentes de Trolox (mmol) por mg de muestra
seca y porcentaje de inhibicion.

Capacidad antioxidante por DPPH. La actividad antioxidante basada en el radical DPPH- se
determiné siguiendo la metodologia descrita por Baliyan et al. (2022). Como reactivo de trabajo, se
preparé una solucién metandlica del radical a una concentracién del 0.004 % m/v. El analisis se llevo
a cabo en una microplaca de 96 pocillos, en la que se afiadieron 180 uL de la solucién de trabajo y
20 pL de la muestra o del estandar, en triplicado técnico. Las muestras se incubaron en oscuridad a
temperatura ambiente durante 5 minutos para prevenir la degradacion fotoquimica del DPPH.
Posteriormente, se midio la absorbancia a 515 nm utilizando un espectrofotémetro de microplacas.

Para la cuantificacion, se utilizé una curva de calibracién basada en Trolox como estandar
antioxidante, con un rango de concentraciones de 0 a 350 umol/L. Los resultados se expresaron
como equivalentes de Trolox (mmol) por mg de muestra seca y porcentaje de inhibicion.

Poder dereduccion antioxidante del ion férrico (FRAP). El ensayo FRAP se realiz6 siguiendo
el método descrito por Gohari et al. (2011). Alicuotas de 40 pL de muestra o del punto de la curva
se colocaron en una microplaca de 96 pozos, junto con 40 uL de acetato de sodio a 300 mM a pH
3.6, y luego se afiadieron 150 pL de reactivo FRAP. Este reactivo se preparo previamente mezclando
10 partes de solucion buffer de acetato sddico a 300 mM a pH 3.6, 1 parte de TPZT a1l0 mMy 1
parte de FeCl3 hexahidratado a 20 mM. La mezcla resultante se incub6 durante 30 min a 37°C y
luego se midio la absorbancia a 593 nm en un espectrofotdmetro de microplacas.

Los resultados se expresaron como equivalentes de Trolox (mmol) por mg de muestra seca. Se
empleo una curva de calibracion de Trolox como estandar en un rango de concentracion de 0 a 350
pmol/L.

Cuantificacion de fitoquimicos.

Para determinar la actividad de la enzima peroxidasa y cuantificar las especies fitoquimicas
(excepto los polifenoles, flavonoides y taninos), se realizd una extraccion asistida por ultrasonido a
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partir de tejido liofilizado. El proceso empled un tampén compuesto por 0.1 mol/L de fosfato de
potasio (pH 7.5), 0.5 mmol/L de EDTA, 2 % m/v de polivinilpirrolidona y 0.5 % v/v de Triton X-100.

Concentracion de proteina total. Se empleé el método del acido bicinconinico para determinar
la concentracion total de proteinas. Se utilizo el Pierce™ BCA Protein Assay Kit de ThermoFisher™,
siguiendo las directrices del fabricante para el procedimiento en microplaca. Las concentraciones de
proteinas se determinaron utilizando una curva de calibraciéon basada en la albimina sérica bovina
(BSA) en un rango de 0 a 250 ug/mL y se expresaron posteriormente como equivalentes de BSA
(mg) por gramo de muestra seca.

Estimacién de aminoacidos libres. El contenido de aminoacidos libres en los extractos se
estimé utilizando la técnica descrita por Sun et al. (2006), con algunas modificaciones. Para ello, se
colocaron 200 pL de muestra y 100 pL de reactivo de ninhidrina en un microtubo, y a continuacion
se calento la mezcla de reaccién a 90°C durante 3 minutos. Posteriormente, se diluyeron 15 L de
la mezcla de reaccién con 185 uL de etanol en una microplaca de 96 pocillos, y se midi6 la densidad
Optica a 570 nm. Se empled una curva de calibracion de glicina que iba de 0 a 1.5 mmol/L, y los
resultados se expresaron como equivalentes de glicina (mg) por gramo de muestra seca.

Azlcares reductores. La cuantificacion de azlcares reductores se llevo a cabo mediante el
método del &cido dinitrosalicilico (DNS), siguiendo los procedimientos descritos por Miller (1959). Se
estableci6 una curva de calibracién de glucosa de 0 a 1.0 mg/mL. Una solucion al 1 % de DNS sirvié
como reactivo de trabajo.

Se mezclaron 250 pL de muestra o punto de calibracién con un volumen igual de reactivo DNS
al 1 % y se calenté a 99°C durante 5 minutos. Tras el enfriamiento, se transfirieron 15 pL de cada
mezcla de reaccién a una microplaca de 96 pocillos y se diluyeron con 185 pL de agua antes de
medir la densidad 6ptica a 575 nm. Los resultados se expresaron en términos de equivalentes de
glucosa (mg) por gramo de muestra seca.

Contenido total de polifenoles. El contenido de polifenoles se determiné mediante el método
de Folin-Ciocalteu (Ainsworth & Gillespie, 2007). Se combinaron 20 pL de muestra con 100 pyL de
reactivo Folin-Ciocalteu en una microplaca de 96 pozos. Posteriormente, tras 60 segundos, se
afiadieron 75 pL de solucién de Na2COs (10 % p/v). Tras un periodo de incubacion de 120 minutos
en la oscuridad, se midi6 la densidad 6ptica a 750 nm. Los resultados se calcularon utilizando una
curva de calibracion de acido galico de 0 a 100 pg/mL y se expresaron como equivalentes de acido
galico (ug) por g de muestra seca.

Cuantificacion de Flavonoides. El contenido total de flavonoides se determindé mediante un
andlisis espectrofotométrico basado en la formaciéon de un complejo entre los iones Al3* con los
flavonoides, siguiendo la metodologia descrita por Chandra et al. (2014). Para ello, se afiadieron 50
uL del extracto de muestra o estandar, 100 uL de cloruro de aluminio al 5 % m/v (disuelto en etanol
al 80 % v/v) y 100 uL de acetato de sodio 1 M. La mezcla se llevé a un volumen final de 5 mL con
metanol y se dejé incubar en la oscuridad durante 30 minutos. La absorbancia se midié a 425 nm
utilizando un espectrofotémetro de microplacas. Se utilizé una curva de calibracion con quercetina
como estandar, en un rango de 0 a 150 mg/L, y los resultados se expresaron como equivalentes de
quercetina (mg) por gramo de peso seco.

Contenido de Taninos. La cuantificacion de taninos se realizé segun la metodologia descrita
por Broadhurst & Jones (1978). Para ello, se preparé una solucion de vainillina al 4 % m/v en metanol.
Se mezclaron 1.2 mL de esta solucion con 200 pL del extracto (1 mg/mL) y 600 pL de &cido
clorhidrico concentrado. La mezcla se homogeneizé y se incubd durante 15 minutos a temperatura
ambiente. La cuantificacion se realizd mediante una curva estandar con catequina en un rango de 0
a 100 umol/L. Al finalizar la incubacién, se colocaron 200 pL de la mezcla en triplicado en una
microplaca de 96 pozos y se midi6 la absorbancia a 500 nm mediante un espectrofotometro de
microplacas. Los resultados se expresaron como equivalente de catequina (mmol) por gramo de
peso seco.

Actividad de la enzima peroxidasa. La actividad de la enzima peroxidasa (EC 1.11.1.7) se
determiné midiendo el incremento de la absorbancia a 470 nm debido a la formacion de tetraguayacol
(Castillo et al., 1984). Para ello, en una microplaca de 96 pozos se colocaron 10 pL del extracto
enzimatico junto con 190 pL de la solucién de trabajo, que contenia 50 mM de buffer de fosfato (pH
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6.1), 16 mM de guayacol y 2 mM de H20». La cuantificacion se realiz utilizando el coeficiente de
extincién (e = 26.6 mM™1 cm™), y la actividad especifica se expres6 en umol de tetraguayacol formado
por minuto por mg de proteina.

Resultados y Discusién

Determinacién de Ag en los tejidos

Para cuantificar el contenido de Ag en los tejidos, se utilizd el método de absorcién atémica
(AAS). Los limites de cuantificacion y de deteccion para Ag fueron de 0.264 ppm y 0.113 ppm,
respectivamente. Es importante mencionar, que las colectas fueron realizadas en plantas que
apenas habian crecido 34 y 65 dias, por lo que la cantidad de biomasa obtenida de las hojas
colectadas y liofilizadas no superaba el gramo en la mayoria de las muestras. Debido a ello, se busco
estandarizar la masa minima requerida para la cuantificacion. Elegimos las muestras de las plantas
tratadas con 50 ppm que cumplian dos requisitos: tenian la mayor cantidad de biomasa colectada y
la concentracion de Ag probablemente era cuantificable mediante el método de AAS. Para
estandarizar este ensayo, se tomaron tres diferentes masas (100 mg, 200 mg y 500 mg) de la
poblacién tratada con 50 ppm de AgNPs de la segunda colecta. Para ello, el tejido liofilizado fue
digerido con &cido nitrico y el residuo obtenido fue filtrado y aforado en un volumen de 10 mL y leido
por quintuplicado. Una vez analizadas estas muestras, con la curva de calibracién en el rango de 0-
2 ppm de Ag. Encontramos gue solamente la masa 500 mg, era suficiente para ser cuantificada por
AAS, y las masas de 100 y 200 mg, se encontraban cercanas al limite de deteccién, pero no era
viable cuantificarlas dado que estaban por debajo del limite de cuantificacion. Dadas las restricciones
de biomasa obtenida en el resto de las colectas, decidimos optar por una técnica alternativa, no
destructiva y semicuantitativa, para comprobar la presencia de Ag en los tejidos y completar el resto
de los andlisis. La técnica elegida fue la de fluorescencia de rayos X (XRF) en un dispositivo portatil,
que permite la identificacion de diversos metales in situ (es decir, directamente en el tejido),
generando sefiales con intensidades relativas al contenido total de elementos en el area analizada.
En la figura 1, se observa alrededor de 2.98 keV una sefial correspondiente a la plata, la cual se
identificé con mayor intensidad en el tejido de las muestras con el tratamiento de 100 ppm de AgNPs
(linea morada, sefialada como Ag La). En los tejidos de las muestras tratadas con 10 y 50 ppm de
AgNPs, encontramos sefiales con poca intensidad en los 2.9 keV, lo que sugiere que, aunque hay
presencia de plata en los tejidos, esta se encuentra en menor proporcion. Estos resultados sugieren
una posible limitacién en el transporte de iones de plata a través de la raiz. En nuestros experimentos,
las AgNPs fueron colocadas directamente en el sustrato de crecimiento, por lo que es posible
considerar que si encontramos trazas de Ag en los tejidos aéreos, esta probablemente tuvo que
haber sido transportada mediante la raiz. Existen diversos estudios que convergen en la idea de que
las AgNPs, pueden ser transportadas a través de las raices desde el suelo a las partes aéreas, pero
gue éstos procesos deben de ir acompafiados de diversos pasos, como la adsorcion, la penetracion
y la translocacion. Todos esos procesos, estan en funcién del tamafio y la morfologia de las
nanoparticulas. Los hallazgos de este trabajo estan en concordancia con los de Geisler-Lee et al.,
(2013), donde ellos analizan igualmente el tejido foliar, encontrando que es en este donde se
acumula mayormente la plata. Mientras que, en las raices, es complicado discernir si la plata que se
cuantifica es la plata adsorbida (s6lo adherida en la superficie), si son restos de plata que estan en
el sustrato remanente, o bien si en realidad son bioacumuladas en la raiz. Los resultados obtenidos
con la XRF también se correlacionan con la menor cantidad de hojas observadas en las plantas
tratadas con 100 ppm de AgNPs. La mayor abundancia de plata detectada en este tejido sugiere un
mayor transporte y acumulacion, lo que probablemente contribuyé a una mayor afectacién del
crecimiento y una disminucién general del tejido foliar.

Resulta fundamental investigar la posible acumulacion de plata en los tejidos vegetales, ya que
la exposicion de cultivos a nanoparticulas de plata induce respuestas variables y dependientes de la
dosis. Se ha documentado tanto la reduccién de la tasa de germinacion, la inhibicion del crecimiento
y la disminucién de la biomasa (Budhani et al., 2019; Siddigi & Husen, 2022), como el estimulo en la
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longitud de raices, el aumento en el nimero de hojas y la acumulacién de biomasa (Sadak, 2019).
Por lo tanto, la concentracion y el modo de aplicacion de las AgNPs son factores determinantes en
la respuesta del cultivo.

Se decidié utilizar unicamente el tejido foliar, ya que estudios previos (Geisler-Lee et al., 2013)
indican que la acumulacién de plata ocurre principalmente en raices y hojas. En este estudio, la raiz
se excluyd debido a la dificultad para distinguir la plata proveniente del sustrato residual, de la
adsorcién superficial o la bioacumulacion.

Decidimos ampliar la blusqueda de elementos presentes en las muestras mediante XRF, analizando
el espectro completo de los tejidos vegetales. En la Figura 2 se presenta un mapa de calor (heatmap)
de estos resultados, construido a partir de las intensidades de los espectros de los elementos
detectados. Los valores se compararon con la intensidad de sefial de las plantas de control. La
escala del mapa de calor indica la abundancia relativa del elemento en las muestras tratadas en
comparacion con el control, mostrando cuantas veces mayor o menor fue la sefial. Mediante este
analisis, encontramos diferencias importantes en las abundancias relativas de los elementos
analizados en la segunda colecta, pero muy pocos cambios en la primera. De hecho, en la primera
colecta, solo se observo un incremento de 1.5 veces en la abundancia de Zn en el tratamiento con
100 ppm de AgNPs. Por otra parte, en la segunda colecta los cambios son mucho més evidentes;
por ejemplo, la presencia de azufre y zinc se ve incrementada 2.7 veces en las plantas de la segunda
colecta en el tratamiento con 100 ppm AgNPs, mientras que elementos como el potasio, bromo y
cobre disminuyeron significativamente. El hierro y el cobalto presentaron una disminucién gradual
en funcion del aumento de la concentracion de AgNPs, en los tratamientos. En conjunto, estos datos
sugieren una posible interaccion entre el tratamiento con las AgNPs, y la absorcion de elementos,
especialmente en la concentracion de 100 ppm. Se ha reportado en otros cultivos que las AgNPs
pueden afectar la fluidez y la permeabilidad de la membrana y, en consecuencia, influir en la
absorcién de agua y nutrientes. Molina-Roco et al. (2020), demostraron que la exposicion a AgNPs
en brotes de rabano (Raphanus sativus) causaba una disminucion en el contenido de agua de
manera dependiente de la dosis; el contenido de nutrientes (Ca, Mg, B, Cu, Mn y Zn) también se
redujo significativamente, lo que sugeria que las AgNPs podian afectar el crecimiento de las plantas
al cambiar el contenido de agua y nutrientes.

Determinacién de Capacidades Antioxidantes.

La actividad antioxidante se evalu6 mediante tres métodos distintos (Figura 3): DPPH, FRAP y
ABTS. En todas las determinaciones se utilizaron las mismas unidades y molécula de referencia
(Trolox), los valores se expresaron como mmol de Trolox/g de peso seco. Adicionalmente, en cada
gréfica se presentan los resultados obtenidos para el control (plantas sin tratamiento) y para las
plantas expuestas a diversas concentraciones de AgNPs, en los dos periodos colectados. En
general, los tres métodos mostraron una tendencia similar en la actividad antioxidante. En la primera
colecta, casi no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos y el control, excepto
en el método FRAP, donde si se observo una diferencia. Sin embargo, en la segunda colecta, en
todos los métodos evaluados, se observé la tendencia de que el control presenta una mayor
capacidad antioxidante que cualquiera de los tratamientos con nanoparticulas. Esta comparacion
sugiere que las plantas requieren un periodo de adaptacién para manifestar un efecto directo tras la
aplicacién de las nanoparticulas. En las plantas de chile cultivadas bajo este sistema, parece
necesario que transcurra al menos un mes desde la aplicacién de las AgNPs para observar un
cambio notable en la actividad antioxidante.
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Figura 1. Seccidn de espectros de fluorescencia de rayos X de tejidos vegetales de las
plantas tratadas con AgNPs. Linea negra: espectro obtenido del tratamiento con 10 ppm de
AgNPs; linea azul: espectro obtenido del tratamiento con 50 ppm de AgNPs; y linea morada:
espectro obtenido del tratamiento con 100 ppm de AgNPs. Fuente: Elaboracion propia a partir

de datos experimentales.
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Figura 2. Mapa de calor de la abundancia relativa de los elementos analizados mediante
fluorescencia de rayos X calculada a partir de la relacion a las intensidades de los
elementos detectados en los tejidos de cada uno de los tratamientos con respecto al
control. Los resultados de la primera colecta se representan en azul, mientras que los de la
segunda colecta se muestran en rojo.
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Figura 3. Capacidad antioxidante evaluada por tres métodos diferentes en plantas
cosechadas. De izquierda a derecha, las determinaciones FRAP, ABTS y DPPH, de color azul
claro, corresponden a la primera cosecha, mientras que las barras de color azul oscuro
corresponden a la segunda cosecha. Se muestra la media (n=3), y las barras de error
representan el error estandar. Se realiz6 un analisis estadistico para comparar los grupos, y las
diferencias significativas se indican con asteriscos: *p < 0,033, **p < 0,002, ***p < 0,001. Fuente:
Elaboracion propia a partir de datos experimentales.

En el caso de nuestros resultados, pudimos observar que, en las plantas de la segunda colecta,
el método que reportd mayor capacidad antioxidante fue el de FRAP con un valor de 0.445 + 0.028
mmol Trolox / g, para el control, mientras que ABTS y DPPH reportaron: 0.311 £ 0.023 mmol Trolox
/gy 0.279 £ 0.023 mmol TROLOX / g, respectivamente. La disminucién de la capacidad antioxidante
fue mas pronunciada en las determinaciones de ABTS y DPPH en el tratamiento con 10 ppm de
AgNPs, con reducciones del 27 % y 24 %, respectivamente. El tratamiento de 50 ppm mostro
reducciones del 24 % (ABTS) y del 22 % (DPPH), mientras que el de 100 ppm presenté reducciones
del 19 % (ABTS) y del 20 % (DPPH). Esto indica que el tratamiento de 10 ppm en la segunda colecta
podria afectar de manera mas significativa la produccién de metabolitos asociados a la capacidad
antioxidante. En cambio, la determinacién mediante FRAP report6 Unicamente una disminucion del
12 % al 16 % en los diversos tratamientos. Finalmente, se midid el porcentaje de inhibicién del radical
mediante la determinacion de ABTS y DPPH para los distintos tratamientos. Se encontré que un
extracto de 1 mg/mL, inhibié aproximadamente el 75 % + 5.7 % del radical ABTS y el 68 % + 0.9 %
del radical DPPH en la planta control. Los resultados completos de las mediciones se presentan en
la Tabla 1.

La disminucién observada en la actividad antioxidante durante el segundo periodo de colecta
podria indicar una menor produccion de moléculas clave para la defensa frente a diversas fuentes
de estrés. Esta reduccion en las especies antioxidantes se ha asociado con efectos negativos como
alteraciones en el desarrollo y la anatomia de las plantas, asi como una disminucion en la actividad
fotosintética (Kumar et al., 2023).

Tabla 1. Datos de la determinacién de la actividad antioxidante.

Método ABTS DPPH FRAP
Tratamiento, mmol Trolox / ... mmol Trolox / peso L mmol Trolox /
% Inhibicion % Inhibicion
peso seco seco peso seco
1ra Control 0.121 £0.011 29+28 0.082 £ 0.006 22+0.1 0.189 £ 0.029
Colecta 10 ppm 0.134 £ 0.005 32+1.1 0.099 + 0.004 26+1.4 0.247 +0.020
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50 ppm 0.121 + 0.007 29+1.6 0.091 £ 0.007 24+£2.1 0.244 + 0.009
100 ppm  0.131 +0.003 31+0.7 0.104 +0.003 25+1.3 0.245 +0.012
Control 0.311 £ 0.023 75+5.7 0.279 £ 0.004 68+£0.9 0.445 £ 0.028
2da 10 ppm 0.227 +0.009 54+22 0.211 £0.017 52+3.8 0.391 £0.011
Colecta 50 ppm  0.237 +0.006 57+15 0.218 +0.010 54+2.2 0.376 + 0.006
100 ppm | 0.250 + 0.006 60+1.4 0.222 +0.007 55+15 0.394 £ 0.018

Cuantificaciéon de Metabolitos Primarios.

Tras evaluar la capacidad antioxidante, cuantificamos la concentracién de tres metabolitos
primarios esenciales en las plantas: proteinas, aminodcidos libres y azucares reductores (Figura 4).
El objetivo fue comprender los efectos fisioldgicos y metabdlicos del tratamiento a lo largo del tiempo.
Interesantemente, en la primera colecta observamos que la concentracién de proteina aumenta en
el tratamiento con 10 ppm de AgNPs, pero no en los demas tratamientos. No obstante, en la segunda
colecta se observé una disminucién de la concentracién de proteina en todos los tratamientos. Un
estudio de (Ansari et al., 2023) report6é que la aplicacion foliar de bajas concentraciones de AgNPs
(5-15 ppm) en dos variedades de tomate promovié un aumento en el contenido de proteinas. En
contraste, concentraciones mas elevadas (20-50 ppm) provocaron una disminucion proporcional a
la dosis, lo cual coincide con nuestros resultados.

Posteriormente, se analiz6 el contenido de aminoacidos libres en los tejidos, considerando que
estudios previos (Yang et al., 2018) han reportado que la exposicion a AgNPs puede alterar la
concentracién de diversos aminoacidos. En la primera colecta no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos y el control. Sin embargo, en la segunda colecta, solo el
tratamiento con 50 ppm produjo una disminucién del 20 % en la concentracién de aminoacidos libres.
Finalmente, en cuanto a los azlcares reductores, se observé una disminucién Unicamente en la
primera colecta con el tratamiento a 100 ppm. En contraste, en la segunda colecta se observé una
estimulacién de la produccién de azucares reductores en todos los tratamientos. En conjunto, estos
resultados sugieren que las concentraciones de azucares reductores y proteinas son las mas
afectadas por la adicién de nanoparticulas en las plantas de chile, particularmente en periodos de
cultivo superiores a 40 dias (segunda colecta). Aunque la literatura sobre los efectos en metabolitos
primarios es limitada, Sadak (2019) reportdé un incremento en el rendimiento de carbohidratos y
proteinas tras la aplicacion foliar de AgNPs (60 mg/L), entre otros pardmetros. Estos resultados
concuerdan con nuestros hallazgos, a pesar de que en nuestro estudio la aplicacion se realizé sobre
el sustrato.

Variacion de Metabolitos Secundarios (Polifenoles, Flavonoides y Taninos).

Una vez analizados los metabolitos primarios, exploramos la variacion en algunas familias de
metabolitos secundarios (Figura 5). Detectamos disminuciones significativas en la cantidad total de
polifenoles tanto en la primera como en la segunda colecta. En la primera colecta, mientras que el
control presentd 0.505 + 0.012 mg de acido galico por gramo de peso seco, el tratamiento con 100
ppm de AgNPs disminuyo6 la concentracion de estas especies hasta 0.142 + 0.010 mg de acido galico
por gramo de peso seco, lo que implica una reduccion de casi el 72 % de contenido de polifenoles
totales. Por otro lado, en la segunda colecta, la disminucion de polifenoles se observé Ginicamente a
partir del tratamiento con 50 ppm, con un porcentaje de disminucién de la produccién de polifenoles
del 12 % y del 24 % en el tratamiento con 100 ppm de AgNPs. En conjunto, esto sugiere que las
AgNPs pueden tener un efecto directo en la disminucién de la produccion de polifenoles en las etapas
tempranas de la planta. Estos datos concuerdan con los resultados de la actividad antioxidante
observada en este estudio. Si bien, en la revisién realizada por Selvakesavan et al. (2023), la mayoria
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de las nanoparticulas inducen la acumulacion de metabolitos secundarios, existen algunos reportes
como el de Kruszka et al. (2020), donde si se reportd una disminucién de los polifenoles con el
tratamiento con nanoparticulas. Es importante reconocer que el tipo de tratamiento, la concentracion
de la nanoparticula y la forma de aplicacién influyen significativamente en los resultados obtenidos.

Contenido de Proteina Aminoacidos Libres Azicares Reductores
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Figura 4. Determinacion de metabolitos primarios, contenido total de proteina, aminoacidos
libres y azlicares reductores de izquierda a derecha, en las plantas cosechadas. Los
resultados de la primera cosecha se muestran en rosa claro y los de la segunda en rosa
oscuro. Se muestra la media (n=3) y las barras de error representan el error estandar. Se realizé
un andlisis estadistico para comparar los grupos y las diferencias significativas se indican con
asteriscos: *p < 0.033, **p < 0.002, ***p < 0.001. Fuente: elaboracion propia a partir de datos
experimentales.

Por otro lado, una vez que la planta establece un proceso de adaptacion a las nanoparticulas,
parece sobrellevar mejor el estrés generado por su adicion. Aunque la concentracion de polifenoles
aln se ve disminuida, el efecto es menos drastico que el reportado en las etapas tempranas (primera
colecta). En cuanto a la cuantificacion de flavonoides, se observo que durante la primera colecta
todos los tratamientos afectaron la produccidon de estos metabolitos, disminuyéndola en
aproximadamente un 50 %. De forma contrastante, en la segunda colecta, la produccién de
flavonoides se estimul6 en los tratamientos de 10 ppm y 50 ppm de AgNPs, produciendo un aumento
del 94 % con respecto al control, llegando hasta 0.524 + 0.024 y 0.505 + 0.011 mg de quercetina/g
de peso seco, respectivamente. No sorprende que los cambios en los flavonoides parezcan
contrarios a los observados en los polifenoles. Si bien los flavonoides son un tipo de polifenoles,
poseen una via biosintética especifica que puede estimularse de manera diferencial en comparacion
con otras especies de polifenoles.

Finalmente, en la cuantificacion de taninos, observamos un incremento en la concentraciéon de
estas especies en el tratamiento con 100 ppm de AgNPs tanto en la primera como en la segunda
colecta. Los valores reportados fueron, para la primera colecta, de 0.752 = 0.070 mg de catequina/g
de peso seco en el control, mientras que para el tratamiento de 100 ppm de AgNPs, fueron de 1.26
+ 0.16 mg de catequina/g de peso seco en el control. Por otra parte, los valores reportados para la
segunda colecta de: 1.02 + 0.112 mg de Catequina / g peso seco en el control, mientras que para el
tratamiento de 100 ppm de AgNPs, fue de 1.71 + 0.15 mg de Catequina / g peso seco en el control.
Para el tratamiento con 100 ppm de AgNPs, el incremento en la produccién de taninos fue de casi el
67 % tanto en la primera como en la segunda colecta. De manera general, en la mayoria de los
trabajos, se reporta que el tratamiento con nanoparticulas de plata genera un incremento importante
en la concentracion de metabolitos secundarios, como el ejemplo de (Chung et al., 2018) donde se
reporta un aumento en el contenido de fenoles y flavonoides tras el tratamiento con AgNPs.
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Figura 5. Cuantificacion de metabolitos fendlicos. De izquierda a derecha: contenido
fendlico total, flavonoides y taninos; en verde claro, los resultados de la primera cosecha; y
en verde oscuro, los de la segunda cosecha. Se muestra la media (n=3) y las barras de error
representan el error estandar. Se realiz6 un analisis estadistico para comparar los grupos y las
diferencias significativas se indican con asteriscos: *p < 0.033, **p < 0.002, ***p < 0.001. Fuente:
elaboracién propia a partir de datos experimentales.

Cuantificacion de la Actividad de la Enzima Peroxidasa.

Como dUltima técnica de caracterizacion, decidimos cuantificar la actividad de la enzima
peroxidasa. Esta enzima participa en la detoxificacion de los radicales peréxidos en el sistema
de defensa antioxidante de las plantas. Los resultados (Figura 6) muestran un incremento
significativo en la actividad de la enzima peroxidasa en la primera colecta para los tratamientos con
50 ppm y 100 ppm de AgNPs (cerca del doble y del cuadruple, respectivamente), pero se observa
una disminucién considerable en el tratamiento con 10 ppm de AgNPs. En contraste, en la segunda
colecta se observé una disminucion de aproximadamente un 10 % en la actividad de esta enzima en
los tratamientos con 10 y 50 ppm de AgNPs. No obstante, cuando la concentracion alcanza 100 ppm,
la actividad enzimatica se ve afectada drasticamente, con una reduccion de casi el 90 %. En
conjunto, estos resultados sugieren que existe un periodo de transicién en la adaptacion de la planta.
Durante este periodo, la concentracién de nanoparticulas empleada en el tratamiento podria
estimular el estrés oxidativo, lo que incrementaria la actividad de la enzima peroxidasa. Sin embargo,
parece existir un umbral en el que la planta se adapta y, a menos que se aplique un tratamiento con
una concentracion elevada, la actividad de esta enzima disminuye notablemente, como si el estrés
oxidativo se redujera. Estos resultados estan en concordancia con los trabajos de Sharma et al.
(2012) y Tymoszuk (2021).
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Figura 6. Determinacion de la actividad peroxidasa. Los resultados de la primera cosecha
se muestran en naranja claro y los de la segunda en naranja oscuro. Se muestra la media
(n=5) y las barras de error representan el error estandar. Se realiz6 un andlisis estadistico para
comparar los grupos y las diferencias significativas se indican con asteriscos: * p < 0.033, **p <
0.002, ***p < 0.001. Fuente: elaboracion propia a partir de datos experimentales.

Conclusiones

En este estudio preliminar se caracterizaron los efectos de la exposicion a tres concentraciones
de AgNPs en plantas de C. annuum durante dos periodos de cosecha distintos. Entre los efectos
mas destacados se encuentra la estimulacion de taninos y flavonoides en el tratamiento con la mayor
concentraciéon de nanoparticulas (100 ppm). Asimismo, se observo una disminucion drastica en la
actividad de la peroxidasa, lo cual concuerda con los resultados obtenidos para flavonoides y taninos.
En las condiciones de este estudio y con el tejido foliar colectado, la presencia de plata solo pudo
confirmarse mediante fluorescencia de rayos X. Adicionalmente, se observé un estimulo en la
abundancia de los elementos esenciales calcio y magnesio, principalmente en la segunda colecta.
Como lineas futuras de investigacién, queda pendiente realizar una caracterizaciéon exhaustiva de
metabolitos especificos en plantas de chile expuestas a AQNPs. Ademas, seria interesante estudiar
las adaptaciones metabdlicas en plantas maduras (con mas de dos meses de crecimiento), que
podrian disponer de mas tiempo para su adecuacién metabdlica.
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