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Resumen

Recientemente las nanoparticulas se han implementado en muchas areas de la investigacion
incluyendo la biotecnologia vegetal. Por este motivo se ha estudiado el efecto de las nanoparticulas
metalicas como las de oro (AuNPs), cobre (CuNPs), zinc (Zn NPs) entre otras, en diversas especies
vegetales. El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de las nanoparticulas de plata
(AgNPs) sobre el crecimiento de plantas de banano Cavendish. Las nanoparticulas fueron
sintetizadas en presencia de quitosano, presentando un diametro hidrodinamico de 390 nm, un
aspecto esférico, una carga superficial de +55.35 mV y absorbancia a los 425 nm. Se observo que
el método de sintesis empleado permite obtener nanoparticulas de plata estables en el tiempo en
concentraciones de 2085 ppm determinado por medio de ICP-MS. Se determiné que las AgNPs
tienen un efecto fitotoxico sobre las plantas de banano, ya que estas exhibian menor desarrollo en
términos de biomasa fresca y seca de raices, hojas y pseudotallos en comparacion con las de
control. Se observo una reduccién de biomasa a nivel de las raices y los pseudotallos en las plantas
tratadas con 5, 10 y 15 ppm de AgNPs. Contrariamente, la biomasa en las hojas de las plantas
tratadas con 5 ppmy 10 ppm de AgNPs aumento levemente (2% y 3% respectivamente), mientras
que las tratadas con 15 ppm redujeron su biomasa en un 14% respecto del control. El estudio de
traslocacion de diferentes concentraciones de AgNPs (0-10 mg/L) demostro que las nanoparticulas
entran en la planta a través de las raices y se acumulan en una mayor concentracion a este nivel.
Sin embargo, luego de 8 semanas las particulas migran a las porciones superiores de la planta a
través del tejido vascular. Consecuentemente, la presencia de AgNPs se relaciona con la apariencia
de las raices quebradizas, ademas de las hojas y pseudotallos cloréticos.
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1. Introduccion

La aplicacion de la biotecnologia en los sistemas vegetales ha sido reportada en un
namero de contribuciones cientificas que demuestran el desarrollo de nuevos e innovadores
productos desde el fortalecimiento de suelos, hasta el mejoramiento de frutos y cultivos,
por medio de formulaciones de fertilizantes, pesticidas estimuladores y reguladores de
crecimiento de las plantas. Dentro de la diversidad de cultivos, uno de las principales es el
cultivo de banano, el cual representa una actividad agroindustrial de gran interés
econdmico para el pais. Desde este contexto, la busqueda de alternativas innovadoras como
los sistemas de liberacién controlada de agentes activos para la mejora y proteccion del
cultivo ante patdgenos es uno de los principales desafios. La introduccion de nano
materiales de naturaleza metalica a base de zinc, cobre o plata también han sido reportados
en el sector agricola. En este estudio se buscard comprender el efecto de nanoparticulas
sobre plantas de banano variedad Cavendish (Musa acuminata), asi como; el proceso de
absorcion, translocacion y acumulacion dentro de la planta y sus efectos sobre la

morfologia de las mismas.

1.1. Antecedentes

Las nanoparticulas (NPs) son estructuras que logran alcanzar tamafios de hasta 100
nanometros. Estas pueden estar fabricadas de materia inorganica como metales y éxidos metalicos
0 materia organica como el carbono (Vance et al., 2015). Segun el método de sintesis llegan a
tener distintas formas como esféricas, decahédricas, piramidales y hasta tubulares. La
nanotecnologia es un area de investigacion relativamente nueva, que cobro fuerza entre los afios
2009 y 2010, se han descubierto aplicaciones en campos como la medicina, farmacologia,

ingenieria de materiales y electrénica (Wolfram et al., 2015).

Las nanoparticulas, en especial las metalicas y de carbono se han convertido en un tema de
especial interés para la agricultura empleadas como agentes para fitomejoramiento,
acondicionamiento de suelos y como alternativas en el control de plagas (Capaldi Arruda et al.,

2015). Se ha estudiado la capacidad antibi6tica de las nanoparticulas en medio de cultivo (Safavi,



2014). Los investigadores probaron estos efectos aplicando nanoparticulas de titanio en cultivo de
papa en medio MS previo al proceso de esterilizacién. Se probaron concentraciones de 1y 2 en
porcentaje masa/masa de NPs. Concluyeron que la presencia de las nanoparticulas reduce la
cantidad de microorganismos en el medio. Entre otros estudios que se han llevado a cabo se ha
demostrado la capacidad como agente antibacterial y antifingico de las nanoparticulas de plata
(AgNPs) en portainjertos de hibridos de almendras y duraznos (Garnem) (Arab et al., 2014). Las
plantas estériles se expusieron a 5 concentraciones de plata diferentes (0, 50, 100, 150 y 200 ppm).
Se observ6 una tendencia a la reduccion en la presencia de bacterias conforme se aumentaba la
concentracion de plata, en el caso del control hubo un 57% de contaminacion bacteriana y en el
tratamiento de 200 ppm hubo 0.55% de contaminacion. Por su parte la contaminacion fungica
también se redujo en las plantas tratadas con plata respecto del control de 41% a 31% en la

concentracion de 200 ppm.

La misma tendencia se pudo observar al comparar tiempos de exposicion con la
concentracion de nanoparticulas. Adicionalmente, se ha visto los efectos de las AgNPs sobre la
morfologia de plantulas de Eruca sativa (Singh et al., 2020). Se observo un efecto similar en el
largo de las raices de plantas tratadas con AgNPs en concentracion de 10 y 20 mg/L, una
germinacion de mas de 90%, mientras que en concentraciones de 100 mg/L se vio una marcada

disminucion en el largo y el namero de raices respecto del tratamiento control.

En un estudio se logro determinar la capacidad fitotoxica de las AgNPs esféricas, la
exposicion resultd en efectos adversos en el desarrollo vegetal de plantas de tabaco a
concentraciones de nanoparticulas entre 100 y 500 uM (Cvjetko et al., 2018) con tamafos 61.2 +
33.9 nm suspendidas en agua MiliQ. Se pudo demostrar efectos destructivos en las células
vegetales, los cuales podrian haber provocado el crecimiento reducido de las plantas. Esto es

atribuido a la produccion de especies reactivas de oxigeno.

En ensayos realizados sobre plantas de pepino (Cucumis sativus) se comparé la capacidad
fitotoxica de nanoparticulas sintetizadas por medios quimicos y por medios bioldgicos (Zhang et
al., 2021). Los autores concluyen que las nanoparticulas quimicas presentan una mayor
fitotoxicidad que las de origen biolégico, mientras que estas Gltimas promovieron la fotosintesis

en la planta.



También se ha visto que las nanoparticulas de plata reducen la capacidad fotosintética de
las plantas al interrumpir la cadena de transporte de electrones (Falco et al., 2019). Se utilizé
AgNPs en concentracion de 100 mg/L en los experimentos y se observo reduccion en la capacidad

fotosintética de plantas de Vicia faba conforme se aumentaban los tamafios de las particulas.

Por otro lado, existen estudios en los que se ha logrado determinar efectos positivos de las
AgNPs en aspectos como la elongacion, enraizamiento y la brotacion de varios cultivos (Yin et
al., 2012). Yin y sus colaboradores analizaron los efectos de la plata en la germinacion de once
especies diferentes (L. multiflorum, Panicum virgatum, Carex lurida, C. scoparia, C. vulpinoidea,
C. crinita, Eupatorium fistulosum, Phytolacca americana, Scirpus cyperinus, Lobelia cardinalis,
Juncus effusus) asi como de sus efectos en la brotacion. Se llegé a la conclusion de que en
concentraciones de 40 mg/L puede ser beneficiosa para aumentar el largo de las hojas, pero en
concentraciones superiores a esta inhibe la germinacion. Se probaron nanoparticulas esféricas

recubiertas con PVP, acido galico y en suspension liquida.

Empleando Arabidopsis sp. se analizo el efecto de la morfologia de las nanoparticulas
sobre el crecimiento de las plantas (Syu et al., 2014). Se evaluaron tres morfologias diferentes:
Triangular, decahédricas y esferica. Las NPs decahédricas mostraron los mejores efectos sobre el
desarrollo radicular y el crecimiento de las plantas. Se mostré un incremento en el tamafio de casi

el doble (de 2 cm en el control a casi 4 cm).

Otro estudio realizado sobre plantas de vainilla (Vanilla planifolia) probé los efectos de las
nanoparticulas de plata sobre el crecimiento y la brotacion, también la contaminacion de los
cultivos (Spinoso-Castillo et al., 2017). Segun los resultados observados, la exposicion a las
concentraciones mas bajas (25 y 50 ppm) hubo un incremento en la cantidad de brotes en estos
tratamientos respecto del control, de 2.15 a 4.71 en el tratamiento de 50 ppm respectivamente.
Investigadores han estudiado los efectos de las nanoparticulas de plata sobre plantas de cebolla
(Alium cepa) y rdbano (Raphanus sativus) (Pittol et al., 2017). Expusieron las plantas en
suspensiones de NPs en concentraciones de 0, 0.01, 1, 100 y 1000 mg/L. En las plantas de cebolla
se notd una reduccion significativa en el crecimiento de las raices conforme se aumentaba la
concentracion de plata. No asi, en el caso del rdbano, en el cual segin lo observado no se
determinaron diferencias en el crecimiento radicular. Investigaciones mas recientes han llegado a

conclusiones similares, lo que se varia es la concentracion de AgNPs.



Se han evidenciado efectos positivos al aplicar nanoparticulas en bajas concentraciones a
cultivos de plantas in vitro. En ciertos casos, agregar pequefias cantidades de nanoparticulas de
plata o de carbono aumenta la biomasa de los cultivos (Jasim et al., 2017). Se prob6 el efecto de
AgNPs sintetizadas a partir de nitrato de plata y extractos bacterianos sobre la germinacion vy el
crecimiento de plantulas de Trigonella foenum cultivado por cinco dias en agar en frascos cénicos
con 200 pL de AgNPs esféricas con tamafio entre 8 y 21nm, luego otros cinco dias en 100 g de
tierra estéril con la misma concentracion de NPs, a partir de los ensayos ellos concluyeron que
hubo un incremento tanto en el nimero de hojas como en el largo de los tallos en los explantes
tratados con las nanoparticulas (1.36 + 0.23 y 6.03 + 0.45) respecto del control. Se ha observado
que las plantas tienden a absorber nanoparticulas en los érganos vegetales de dos maneras: por

difusion o por rompimiento de las mismas (Servin et al., 2015).

Bagherzadeh y sus colaboradores han logrado establecer los efectos de las AgNPs sobre la
fisiologia de plantas de papa cultivadas in vitro (Bagherzadeh Homaee & Ehsanpour, 2015). En
estos cultivos la plata demostro tener efectos negativos sobre el largo de los tallos. Por otro lado,
el largo de las raices y el area foliar aumento en todas las plantas que fueron tratadas con AgNPs
esféricas de 20 nm y nitrato de plata en concentraciones de 10 mg/L. Esto puede deberse a que las

AgNPs funcionan como un inhibidor de etileno.

Vidyalakshmi y sus colaboradores evaluaron los efectos morfogenéticos de las AgQNPs y el
nitrato de plata sobre vitroplantas de banano. En este trabajo reportaron el uso de nanoparticulas
esféricas de tamafos entre 8 y 31 nm sintetizadas empleando extractos de bacterias como matriz.
En cuanto a los parametros de crecimiento como peso fresco y peso seco no se observé diferencias
significativas entre las plantas tratadas y el control, sin embargo, las plantas tratadas con plata
tenian una abundancia de pequefios brotes a lo largo del tallo. Esto podria indicar posibles efectos

positivos en brotacion (Vidyalakshmi et al., 2017).

En cuanto a las nanoparticulas de plata aplicadas a cultivo in vitro de banano, se ha
estudiado los efectos que estas tienen sobre la proliferacion de cultivos de callos. Se determind
que concentraciones de nanoparticulas de plata entre 1 ppm y 5 ppm promueven el desarrollo de
brotes y alargamiento del tallo, aumentando la biomasa, sin embargo, observaron lo opuesto en
concentraciones de 7 ppm, en este punto el desarrollo foliar se reducia debido a posibles efectos
fitotoxicos (Giap et al., 2018).



En un estudio realizado en Egipto se determind los efectos de distintas concentraciones de
AgNPs e iones de plata sobre bananos Musa acuminata (EI-Mahdy et al., 2019). Se concluyé que
en concentraciones entre 1 a 5 ppm ocasionan efectos positivos sobre el crecimiento de plantulas
de banano. Adicionalmente, se determind que las AgNPs son menos toxicas que los iones de plata
(Stefanié et al., 2021). Segln este ensayo la reduccion del crecimiento en las plantas tratadas con

los iones de plata se debe a una disminucion del indice mitético.

Investigadores han intentado describir lo que sucede con las nanoparticulas al entrar en
contacto con el tejido y han intentado establecer el destino final de estas en las plantas (Singh et
al., 2015). Se ha logrado determinar que las nanoparticulas pueden provenir del aire, agua y la
tierra y estas entran en el organismo vegetal por medio de los tejidos vasculares (Kurczynska et
al., 2021). Los investigadores han determinado que a nivel celular la primera barrera a superarse
es la pared celular, la cual es superada por medio de transporte con los apoplastos, a través de los
poros, los cuales limitan la entrada de las NPs. El estudio mencionado referencia diversas
investigaciones donde se ha analizado la traslocacion de nanoparticulas metélicas en organismos

vegetales.

Una investigacion reciente ha logrado establecer 2 focos de entrada de las NPs: Hojas y
raiz (Lv et al., 2019). En cuanto a las hojas, ellos concluyen que penetran por medio de las estomas
y el tejido vascular en las mismas. Esto se ve limitado por los fitopatdgenos presentes en las hojas
cuyos exudados promueven la disolucion de las nanoparticulas segun los autores. En el caso de las
raices se llega a una conclusion similar, sin embargo, establecen que las raices cuentan con mas
barreras a superar, por lo que es mas facil penetrar a través de las hojas. Otros estudios concluyen
que depende mucho del medio de exposicion, tamafio de la particula y la naturaleza del cultivo,

que como tal afectan la traslocacion de estas (Ahmadov et al., 2020).

Un estudio desarrollado sobre plantas de rdbano con nanoparticulas de 6xido de cerio
(CeO2 NPs) demostrd que las particulas sufren una transformacion al entrar en la rizosfera antes
de ser asimiladas (Zhang et al., 2016). Dentro de las células lo que ocurre segun los estudios es

que las nanoparticulas son acumuladas en los plastidios y las mitocondrias (Hubbard et al., 2020).



1.2. Justificacién

El banano (Musa sp.) es una de las frutas mas importantes a nivel mundial. Esto se debe a
que es una importante fuente de biocompuestos como vitaminas, minerales y fibra natural (Medina
et al., 2015). Adicionalmente, para paises de la region tropical representa una importante fuente
de ingresos como producto de exportacion. Por ejemplo, en Costa Rica el banano representa un
7% del PIB del pais y se estima que aproximadamente un 1% del territorio nacional esta destinado
a la produccion bananera, siendo la principal zona productora la regién Caribe. Dicha regién
depende en gran manera de este cultivo para subsistir (CORBANA, 2020). Considerando la
importancia y valor econémico que posee el banano para el pais es importante buscar estrategias
que garanticen la seguridad tanto de frutos como del cultivo. Entre las estrategias que se pueden
utilizar estan las nanoparticulas. Ellas pueden ser sintetizadas usando varios métodos y muchos

agentes encapsulantes (Wiesner et al., 2015).

El quitosano es uno de los polimeros méas utilizados en la sintesis de nanoencapsulados
(Mohammed et al., 2017). Segun los autores el quitosano presenta ventajas al ser un biopolimero,
por ejemplo, mejora la solubilidad de los farmacos y otras sustancias contenidas en ellos. Existen
estudios realizados en el area de agricultura (Kumari et al., 2019) en los cuales se habla de sistemas
de distribucion inteligentes para sustancias como reguladores de crecimiento y fertilizantes. Los
autores concluyen que los recubrimientos de quitosano debido a su naturaleza como polimero
biodegradable mejora la absorcion de los nutrientes y una distribucion controlada de sustancias.
Segun Kumari y sus colaboradores, este conjunto de caracteristicas mejora la respuesta de las

plantas a los agroquimicos.

Una herramienta que se ha empleado, principalmente para la propagacion de material de
alta calidad genotipica, es el cultivo de tejidos in vitro (Sandoval et al., 2018). Debido al control
que se tiene sobre las condiciones de cultivo, es posible producir plantas libres de patdgenos. La
estabilidad de las condiciones in vitro es una herramienta valiosa para realizar diversos ensayos
sobre las plantas y el tejido (Kishor et al., 2018). Al implementar la técnica de cultivo in vitro
como instrumento para facilitar la evaluacion, se pueden modificar las condiciones de tal manera
que no haya interferencia de elementos externos sobre el desarrollo del material vegetal y asi se
puede concluir que los efectos observados son producto de las condiciones fijadas por el

investigador tanto ambientales como en el sustrato de crecimiento.



Existen muchos estudios como los que se menciona en los antecedentes en los cuales se ha
discutido efectos positivos de bajas concentraciones de plata sobre los tejidos vegetales. Sin
embargo, también concluyen que es importante realizar mas estudios para determinar el
movimiento de las particulas de plata en diversos organismos vegetales. Ademas, si bien los
efectos de la plata sobre el crecimiento de banano han sido estudiados y se ha encontrado efectos
tanto benéficos como perjudiciales (EI-Mahdy et al., 2019), estos estudios no hacen mencién sobre
el movimiento de las particulas dentro de las plantas de banano y entre los estudios mencionados
los resultados de caracterizacion de las nanoparticulas solo listan tamafio y forma, el potencial Z

queda excluido de los resultados reportados.



1.3. Planteamiento del problema
¢Cudl es el efecto de diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata (AgNPSs) sobre
el crecimiento de vitroplantas de banano Cavendish (Musa acuminata) del cultivar Grand Naine y

hacia donde se translocan dentro de la planta?

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Determinar el efecto de las nanoparticulas de plata sobre el crecimiento de banano
Cavendish (Musa acuminata) del cultivar Grand Naine mediante ensayos in vitro con miras a su

aplicacion agronémica.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la estabilidad de las nanoparticulas incluidas en medios para el cultivo in vitro,
utilizando dos estrategias de esterilizacion diferentes (autoclave y filtracion).

2. Analizar el efecto de la inclusion de nanoparticulas de plata en el cultivo in vitro de
plantulas de banano mediante la medicion de diferentes secciones de la planta y registro de
masa fresca y seca de las mismas.

3. Evaluar la absorcion y traslocacion de nanoparticulas de plata en el tejido vegetal mediante

microscopia electronica y espectrometria de masas inducido por plasma (ICP-MS).



2. Marco teérico

2.1. Biotecnologia agricola

2.1.1. Generalidades

La biotecnologia agricola hace referencia a un conjunto de técnicas y herramientas
cientificas cuyo propdsito es el mejoramiento de los cultivos (Dahabieh et al., 2018). Las técnicas
de mejoramiento de cultivos se han utilizado desde hace miles de afios, sin embargo, la
implementacion de biotecnologia se dio a finales del siglo XX y para principios del siglo XXI
millones de productores a nivel mundial ya usaban estas herramientas, mas de un 85% de ellos
estan en paises en vias de desarrollo (Landrum et al., 2018). Entre las mejoras que se busca
implementar en los alimentos destaca la modificacion en aspectos como el color, sabor y el

contenido nutricional. Para lograr estos objetivos la agrobiotecnologia dispone de muchas técnicas.

2.1.2. Técnicas existentes

Con el fin de lograr el mejoramiento de la calidad de los cultivos tanto productores como
cientificos han desarrollado distintas técnicas de modificacion (Anand & Jones, 2018). Entre estas
herramientas destacan el cruzamiento, mutagénesis, fusion de protoplastos y poliploidia. Las mas
comunes, sin embargo, son las técnicas de transgénesis, edicion genomica y ARN interferente
(Dalakouras et al., 2020). A través de estas herramientas es posible dotar a las plantas de interés
de caracteristicas favorables que mejoran su calidad y la resistencia a factores externos como las
condiciones climaticas, del suelo y al ataque de patdgenos. En el caso de los bananos (Musa sp.)
por ejemplo, una plaga importante es el hongo Fusarium oxysporum. Cientificos han concentrado
sus esfuerzos en desarrollar cultivos que sean resistentes al ataque del fitopatégeno, asi como la
implementacion de otros métodos de control (Tripathi et al., 2020). Se ha descubierto que la
herramienta CRISPR-Cas-9 es muy efectiva para lograr ‘apagar’ el gen por medio de deleciones
en el genoma vegetal y con transformacion mediada por Agrobacterium se introduce el conjunto
de genes Cas-9 y las guias en las células. Esto permite eliminacion de genes que promueven el

desarrollo de los efectos generados por factores bioticos y abioticos.



2.2. Cultivo in vitro

2.2.1. Generalidades

El cultivo in vitro de especies vegetales consiste en un conjunto de técnicas que permiten
el establecimiento de material vegetal capaz de crecer en condiciones controladas de laboratorio
(Rani & Kumar, 2017). En esencia el objetivo general de las técnicas es la regeneracion de
organismos completos a partir de fragmentos pequefios denominados explantes. Los explantes
pueden ser de cualquier tipo de tejido: desde una semilla, hasta segmentos de hojas, siempre que
sean capaces de replicarse. Si bien el cultivo in vitro tiene muchas ventajas, existen desventajas al
aplicar estas técnicas: costos de laboratorio y equipos alto y se requiere de destrezas y

conocimiento extenso de técnicas asépticas de trabajo (Espinosa-Leal et al., 2018).

El desarrollo de estas técnicas se basa en dos conceptos fundamentales: plasticidad y
totipotencia (Singh, 2018). La plasticidad se refiere a la capacidad que tienen las células de un
organismo de alterarse con el fin de adaptarse a las condiciones circundantes y la totipotencia es

la capacidad de una célula de regenerar un organismo completo (Warghat et al., 2018).

Existen muchas técnicas dentro del cultivo in vitro que son aplicadas segun el tipo de
especie vegetal que se desea estudiar. En particular para el caso de banano, se emplea una técnica
denominada cultivo de meristemos (Sandoval et al., 2018). Los meristemos son regiones de la
planta que son ricas en células indiferenciadas. Estas se encuentran en las regiones de mayor
crecimiento: los apices y las regiones axilares (Frank et al., 2015). La técnica consiste en tomar la

planta y aislar esta seccién para luego cultivar en medio nutritivo bajo condiciones de asepsia.

2.2.2. Sistemas y tipos de medio de cultivo existentes

Como se menciono anteriormente, el fin del cultivo in vitro es obtener material vegetal de
alta calidad. Segun el proposito final y volumen de produccion deseado se trabaja en distintos tipos
de medio y sistemas (Isah et al., 2018). En cuanto a los tipos de medio, varian entre especies, pero
a grandes rasgos se pueden trabajar de dos maneras: semisélidos o liquidos. Por su parte, los
medios semisolidos se distinguen porque adicional a los nutrientes se agrega un agente gelificante,
el cual endurece el medio (Vives et al., 2017). Las plantas cultivadas empleando esta estrategia se
colocan en distintos recipientes como frascos y tinas sobre el medio que como ventaja ofrece cierto
grado de soporte a los explantes, ademéas proporciona los nutrientes de manera mas paulatina lo

cual favorece un desarrollo mas pausado que puede ser lo necesario para observar ciertos efectos.
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Los cultivos en medio liquido por su parte no llevan en su preparacion el gelificante, ademas
pueden trabajarse en sistemas especiales como biorreactores de inmersion temporal (Ruta et al.,
2020). La mayor ventaja de los sistemas de inmersion temporal y medio liquido radica en dos

aspectos fundamentales: el acceso a nutrientes y la reduccion de la oxidacion (Shukla et al., 2020).

2.3. Musa acuminata

2.3.1. Generalidades de la especie

El banano es una planta de la familia de las Musaceas. Es una planta de tipo herbécea que
presenta una flor (Kashyap et al., 2018). Se clasifica entre las plantas herbaceas de mayor tamafio
ya que algunas variedades pueden alcanzar los 3m. Sus tallos no son lefiosos, sino que se forman
de capas de hojas. Se han reportado alrededor de 70 especies dentro del género Musa (Vincent &
Anushma, 2018).

2.3.2. Ubicacion geografica y variedades

El banano es nativo del este asiatico y Australia. En la actualidad se han distribuido
ampliamente en las regiones tropicales (Kaplin et al., 2017). Se ha reportado que el banano es
cultivado en 135 paises del mundo, entre los que destacan: Mozambique, Uganda, Kenia, entre
otros en el este de Africa, India, Filipinas, Ecuador, Brasil y los paises centroamericanos (Deuter
etal., 2012).

Se ha descubierto que existen cerca de 500 variedades de banano en el mundo, cada una
con sus propias aplicaciones, es decir, segun la region en la que se cultive, el sabor y tamafio del
fruto, asi como de la composicion quimica de la planta cada variedad se emplea de manera
diferente. Entre las 500 variedades destacan unas cuantas debido a que han sido utilizadas como
producto de exportacion, tal es el caso de los bananos Cavendish (Kumar Rana et al., 2018),
también se destacan otras variedades que son implementadas como alimento y de uso comercial a
nivel local: Saba Bluggoe, Plantain y Goldfinger, entre otros. Estas son empleadas para cocina y

consumo local en La Republica de la India, el este de Africa y América principalmente.

Dentro del grupo Cavendish destacan los cultivares Grand Nain, Petite Nain, Lacatan y
Williams (Adedayo et al., 2016). Todas ellas pertenecen al grupo cultivar AAA, es decir, son

plantas triploides. Cada individuo cuenta con 33 cromosomas y producen frutos partenocarpicos
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(sin semillas). De estos, el mas comercializado a nivel mundial es el cultivar Grand Nain (Sj et al.,
2018).

2.3.3. Importancia

Se ha logrado establecer la composicién quimica del banano, tanto del fruto como de la
planta (Mathew & Negi, 2017). El banano es de gran importancia para el mundo como fuente de
alimento debido a los nutrientes que aporta, tales como vitaminas, proteinas y es una excelente
fuente de fibra natural y carbohidratos (Eshak, 2016). Los desechos de banano como las cascaras
y los rastrojos de las plantas también son una excelente fuente de nutrientes y han sido utilizados
como suplemento alimenticio en la produccion animal (Li et al., 2016). Los seres humanos
consumen el banano de muchas formas: crudo, en puré, jugos y batidos y en ciertas preparaciones

cocidos.

Ademaés de ser utilizado como alimento, el banano tiene muchas aplicaciones en la
industria de fibras y textiles. Debido a su alto contenido de celulosa y lignocelulosa se ha empleado
en la fabricacion de telas como complemento para las tradicionales (Balakrishnan et al., 2019).
Ademas, en ciertos paises se ha reducido el consumo de papel mediante la implementacion de

fibras de banano en la elaboracion de este.

2.3.4. Impacto econémico en el mundo

El banano a nivel mundial es de gran valor econdmico, en especial para las regiones
tropicales, donde es fuente de ingresos dado a que se exporta a Estados Unidos y Europa. En
algunos paises de Africa, entre los que destaca Costa de Marfil, asi como en la India es uno de los
principales productos de exportacion (Bouwmeester et al., 2016). Para el 2017 Costa Rica exportd
cerca de 1,000 millones de dolares en banano fuera del pais (World to Exports, 2017). La India
contribuye con el 0.3% de exportaciones mundiales. En estas regiones el banano se ha convertido
mas que un producto de exportacion puesto que se vende mayormente a nivel local como alimento
de subsistencia. Otro gran exportador de banano en la region de Asia es Filipinas, a nivel mundial

ocupa el tercer puesto como exportador (FAO, 2020a).

En el continente americano destacan dos paises como los principales exportadores,
Ecuador y Costa Rica. Por un lado, Ecuador para el 2017 habria contribuido con el 30% de las
exportaciones a nivel mundial (FAO, 2020b). Sélo en Costa Rica, se exportaron cerca de

128,000,000 cajas de banano en el afio 2020, lo cual equivale a aproximadamente 2,300,000
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toneladas métricas de fruta (CORBANA, 2020). Segun estos datos, el banano representa un 7%
del PIB del pais y se estima que aproximadamente un 1% del territorio nacional esta destinado a
la produccion bananera, siendo las principales zonas productora la regién Caribe. Dicha regién

depende en gran manera de este cultivo para subsistir.

El banano exportado de América, Asia y Africa tiene dos destinos: Europa y los Estados
Unidos. Segun datos proporcionados por la FAO, la mayoria de las exportaciones van dirigidas a
la Unién Europea, que recibe cerca de un 50% del total de exportaciones mundiales. Por su parte,

EUA recibe cerca del 40% restante de las exportaciones.

2.4. Nanoparticulas

2.4.1. Generalidades y sintesis
Las nanoparticulas (NPs) son particulas que tienen un tamafio en escala desde 1-
100 nm (Siddiqui et al., 2015). La naturaleza de las NPs es muy diversa dado que los materiales
de los que provienen son igual de diversos, algunos de estos materiales que pueden formar

nanoparticulas son: quitosano, metales, 0xidos metalicos y lipidos (Sirelkhatim et al., 2015).

Las NPs presentan formas muy diversas segun los procedimientos y material empleado en
su sintesis. Entre las formas mas conocidas destacan: nanocables, cristales, esferas, agujas, entre
otros (Whittaker & Mak, 2015). Los nanocables son construidos a partir de nanotubos cubiertos
con titanio y otros metales, los nanocristales son sintetizados a partir de sales metéalicas, que son
empleadas como elemento anionico. Las nanoparticulas de plata con forma esférica son las méas
comunes Yy regularmente se encuentran recubiertas por moléculas simples (citrato de sodio) o
macromoléculas (polimeros neutros o polielectrolitos) que proveen estabilidad contra la

agregacion (Gumustas et al., 2017).

Existen diversos métodos para la sintesis de nanoparticulas, se clasifican segun el material
y los instrumentos implementados en: métodos fisicos, métodos quimicos y métodos bioldgicos
(Dhand et al., 2016). Entre los métodos fisicos destacan: la reduccion de las sales precursoras por
medio de radiacion electromagnética (UV-Vis) y por medio de sonicacion. Entre los métodos
quimicos destaca la reduccion de la sal precursora (AgNO3) mediante la adicion de compuestos
como borohidruro de sodio (NaBH4) empleando medios de reaccién blandos como: sol-gel

(Salavati-Niasari et al., 2016), micro emulsion (Pemartin-Biernath et al., 2016), entre otros. Los
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métodos bioldgicos incluyen la reduccion de AgNOs asistido por microorganismos, hongos y

extractos de plantas.

La sintesis bioldgica de NPs (también Ilamada sintesis verde de nanoparticulas) hace uso
de las propiedades redox de la maquinaria enzimatica de los microorganismos y los hongos, asi
como de los extractos vegetales (Al-Rajhi et al., 2017). Este método es ampliamente utilizado para
sintetizar NPs metélicas y de Oxidos metélicos. Al-Rajhi y sus colaboradores han logrado la
creacion de nanoparticulas metalicas empleando extractos bioldgicos provenientes tanto de
microorganismos y hongos como de plantas. En el caso de matrices de plantas, Dhand y sus colegas
(2016) al igual que Noruzi (2015) han logrado sintetizar AgNPs implementando extractos de
banano para la sintesis de AgNPs y particulas de cadmio (Dhand et al., 2016). Las investigaciones
mencionadas reportan la actividad antibiotica de AgNPs con porcentaje de inhibicion promedio de

64% respecto de los cultivos en placas de control.

2.4.2. Aplicaciones de las nanoparticulas en agricultura en condicion ex vitro

El uso de las nanoparticulas en el ambito agricola se ha investigado debido a las ventajas
que presentan como potenciadores de crecimiento y, ademas, como agentes protectores contra el
ataque de plagas (Mehrazar et al., 2015). En cuanto al potencial como promotor de crecimiento,
existen diversos estudios que argumentan que las nanoparticulas de plata en bajas concentraciones

mejoran el crecimiento de los cultivos (Kale et al., 2021).

Recientemente, Dhir (2021) ha reportado el uso de AgNPs sobre plantas de maiz (Zea
mays) en condicion ex vitro, empleando nanoparticulas de origen bioldgico sintetizadas a partir de
extractos de hojas de Tagetes erecta y AgNOs en concentracion de 3mM. Segun lo encontrado, de
las plantas tratadas con AgNPs mostraron un 87.5% de germinacion respecto de las plantas control,
de las cuales germind Unicamente el 50%. Se ha estudiado también la capacidad de remediacion
de las nanoparticulas metéalicas. El autor argumenta que las nanoparticulas tienen diversas maneras
de lograr la remediacion de pesticidas tanto en suelos como en agua. En el caso de las particulas
de hierro, las cuales se encuentran entre las mas cominmente utilizadas para este propdsito seguin
el autor, presentan un mecanismo de declorinacién, este es aprovechado para la remocion de

pesticidas como los organoclorados (Dhir, 2021).
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Duhan y sus colaboradores vieron que las AgNPs mineralizan los pesticidas como el
clorpirifés, logrando asi la remediacion de suelos en agricultura de precision. Los autores
argumentan que las nanoparticulas son herramientas que permiten la distribucién controlada de
sustancias como las mencionadas y ademas permiten el control de enfermedades, lo cual permite

mejor toma de decisiones en el cuidado de cultivos (Duhan et al., 2017).

Al-khattaf (2021) sintetiz6 nanoparticulas de plata empleando matrices flngicas de
Aspergillus niger. Segun lo descubierto por los autores, las nanoparticulas de plata superan en
efectividad al agente nistatina, cominmente usado en el control de patégenos fungicos como P.
digitatum, A. flavus y F. oxysporum y reportaron una concentracion minima inhibitoria de 6.75-
9.62 pg/mL respecto de la nistatina (8.1-10.4 pg/mL). Ademas, argumentan que se alcanzo
mayores porcentajes de inhibicion en comparacion con la nistatina. Se alcanzé inhibicion de 91%,

93% y 97% en cada patdgeno respectivamente (Al-khattaf, 2021).

2.5. Ensayos empleando nanoparticulas sobre plantas in vitro

Los diferentes efectos que tiene la presencia o ausencia de las nanoparticulas en un medio
de cultivo vegetal pueden ser evaluados utilizando las técnicas de cultivo in vitro como herramienta
para estandarizar las condiciones de crecimiento (Zainul et al., 2017). Mediante estas técnicas es
posible implementar un método de inclusion de nanoparticulas al medio y evaluar sus efectos sobre
el desarrollo vegetal ajustando diversos factores como el pH, temperatura y otros. El desarrollo de
un protocolo permite ajustar las condiciones y los métodos que permitan aplicarlo sobre otros

organismos.

Se ha estudiado los efectos fitotoxicos de las nanoparticulas de plata y de sales como el
nitrato de plata a nivel de las células vegetales. Lo encontrado en distintos ensayos revela que la
posible fitotoxicidad radica en la produccion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Anna et
al., 2018). Mediante las técnicas in vitro se puede evaluar los efectos de las NPs sobre el

crecimiento vegetal, la capacidad antioxidante y como control de plagas (Taha et al., 2016).

Raja y sus colegas (2019) analizaron la germinacion de semillas de V. mugno asistida por
la aplicacién de NPs. Trabajando con ambas semillas secas y semillas himedas sumergidas en

soluciones de ZnONPs de concentraciones de 400-1300 mg/kg y solucion de CuNPs en las mismas
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concentraciones, en ambos casos las NPs eran esférica. En cuanto a las ZnONPs se descubrié que
la concentracion de 900 mg/kg generaba los mayores porcentajes de germinacion (mejord en un
25% respecto del control) y se observo un incremento en el largo de tallos y raices en 18 y 16%

respecto del control (Raja et al., 2019).

Se ha investigado los efectos de nanoparticulas de zinc sobre la brotacion de callos de
banano. Se trabajo con NPs esféricas de 6xido de zinc (ZnONPs), se usaron concentraciones entre
0.5 y 3.0 mg/L de nanoparticulas. Los callos mostraron efectos positivos en la brotacion en la
concentracion de 1.5 mg/L de ZnONPs, el nimero de brotes aumenté casi el doble respecto de los
callos control (Choudhary et al., 2018)

Domokos-Szabolcsy y sus colaboradores (2012) ha evaluado los efectos de nanoparticulas
de selenio sintetizadas a partir de selenito de sodio y extractos bacterianos sobre la brotacion de
callos de Nicotiana tabacum. Se cultivd tabaco en medio MS suplementado con é&cido
naftalenacético (ANA) en concentracion de 0.0537uM, zeatina en concentracion de 9.12uM y
sacarosa al 2.0% m/v, las nanoparticulas fueron incorporadas al medio al momento de preparacion
de este. Ellos observaron un incremento en la biomasa conforme se aumentaba la concentracion
de selenio en el medio. Los mejores resultados se observaron con 53 mM de selenio, donde el
crecimiento de callos fue de 3.05 + 0.3 respecto del control. En concentraciones mayores se
observé que el desarrollo de callos se inhibia, asi como el transporte de este en los callos
(Domokos-Szabolcsy et al., 2012).

Ghafariyan y su equipo estudiaron los efectos de nanoparticulas de hierro esféricas de 9
nm sobre el contenido de clorofila en las plantas. La soya se cultivd en medio hidroponico
suplementado con FeNPs. Ellas demostraron ser fitotdxicas, puesto que se observo una reduccion
en el desarrollo de tallos, brotes y un aumento en el contenido de clorofila de las plantas de soya.
Se trabajo con concentraciones de 0-2000 mg/L. Se observaron mejoras ligeras en cuanto a
germinacion (aumento de 2 a 2.5 de indice de germinacidn). Por otro lado, la clorofila presente en

la regién subapical aumentd respecto del control (Ghafariyan et al., 2013).

Las condiciones estériles de trabajo, asi como el control sobre los parametros de cultivo,
hacen de los ensayos in vitro una herramienta valiosa para el analisis de los efectos de NPs.

Posteriormente estos ensayos pueden ser adaptados para ser aplicados al campo.
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3. Marco Metodoldgico

3.1. Origen y establecimiento de material vegetal

Para realizar el ensayo se obtuvo un total de 200 plantas de banano Cavendish Grand Naine
de la organizacion CORBANA. Inicialmente, las plantas se encontraban en frascos con medio
Murashige-Skoog (MS). Las plantas se colocaron en el cuarto de crecimiento a 25 °C con
fotoperiodo de 18 h de luz, segun las condiciones del cuarto disponible en el laboratorio, durante
una semana como tiempo de cuarentena para observar la posibilidad de contaminacion antes de

ser sembradas en medio MS con las nanoparticulas de plata para el ensayo.

3.2. Preparacion y caracterizacion de las nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) se prepararon utilizando el método de sintesis quimica
descrito por Jamaludin y sus colaboradores (Jamaludin & Faizal, 2017). Se inici6 con la
preparacion de 90 mL de una solucion de quitosano al 0.5% m/v en &cido acético 0.5% v/v. Se
preparé 10 mL de una solucion de nitrato de plata (AgNO3) a la concentracion de 0.1M.
Seguidamente, los 90 mL de solucién de quitosano se filtraron a través de poros de 0.22umy se
agrego sobre los 10 mL de solucion de AgNOs. La solucion fue agitada y se dejo reaccionar a
121°C y 18 psi en autoclave Tuttnauer de Fisher Scientific durante 1 hora en frascos con cinta

indicadora para comprobar el funcionamiento del equipo.

Al finalizar la reaccion las nanoparticulas se llevaron a camara de flujo laminar donde se
filtraron con ayuda de filtros de 0.22um. Las particulas se almacenaron en tubos de polipropileno
con taparrosca de 50 mL y cubiertos con papel aluminio debidamente rotulados en refrigeracion a

4 °C hasta su uso.

Las nanoparticulas se caracterizaron por medio de dispersion de luz dinamica (DLS) en el
Laboratorio de Tecnologia y Ciencia de Polimeros de la Universidad Nacional. Por medio de esta
técnica se determino el tamafio de las particulas y su distribucion. Se utiliz un Zetasizer (Malvern
Instruments, Nano-ZS90) con un angulo de 90° equipado con un laser He-Ne a una temperatura
controlada de 25 °C en cubetas de poliestireno. El indice de refraccion utilizado fue de 0,06,

correspondiente a dispersiones coloidales de plata. Cada determinacion se realizo cinco veces con
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un minimo de diez corridas, cada una con una duracién de 10 s empleando agua destilada como

blanco y 1 mL de muestra en cada cubeta.

Adicionalmente, las nanoparticulas se caracterizaron por medio de espectroscopia
ultravioleta empleando cubetas de poliestireno y con 1 mL de muestra en cada cubeta y empleando
agua destilada como blanco. La obtencién de imégenes de la morfologia de las particulas
sintetizadas se llevd a cabo con un microscopio electronico de transmision Hitachi H-7100 para
las muestras de AgNPs recubiertos con quitosano. Se colocaron 200 pL en el porta-muestra del
instrumento y de la dispersion y se aplicé a un voltaje de 100 kV. Fueron medidas posteriormente
usando el programa ImagelJ y su concentracion fue evaluada por espectrometria de masas inducida
por plasma (ICP-MS) en los laboratorios del CICA empleando la metodologia descrita por Baird

y sus colegas (Baird et al., 2018).

3.3. Preparacion del medio de cultivo e inoculacion con diluciones de AgNPs

El medio utilizado fue el Murashige-Skoog al 50% de sales empleando sacarosa de grado
comercial con pureza de 99.5%, segun el azucar disponible en el laboratorio como fuente de
carbono y agar de lote namero 109K0040 de Sigma-Aldrich como agente gelificante. EI pH del
medio de cultivo se ajustd a 5.7 previo a la esterilizacion. El medio de cultivo se dispenso en 25
frascos con un volumen de 25 mL cada uno mas el volumen fijado de NPs para cada tratamiento.

Para esterilizar el medio de cultivo se llevé a la autoclave a 121°C durante una hora.

Para inocular las concentraciones con las que se trabajo primero se obtuvo la concentracion
de AgNPs en la solucion madre a partir de la cual se agreg6 48 uL para 5 ppm, 96 uL para 10 ppm
y 144 uL para 15 ppm, el tratamiento de control consistié Unicamente en el medio de cultivo sin
reguladores de crecimiento. Se inocularon nanoparticulas de 3 maneras: primero se agregé 1 mL
particulas directamente a tubos de vidrio de 5 mL con 1 mL de medio MS al 100% m/v y otro tubo
con MS al 50% m/v y luego se colocaron en la autoclave para esterilizar tanto el medio como las
nanoparticulas. La segunda manera consistié en filtrar los volimenes de las nanoparticulas en los
frascos con medio MS al 50% m/v solidificado con Phytagel en cAmara de flujo laminar y, por
altimo, la tercera manera de inclusion fue la inoculacion de los volimenes de NPs en medio MS
al 50% m/v solidificado con agar, dispensado en camara de flujo laminar. Los frascos se rotularon
con la concentracion de plata correspondiente y se sometieron a cuarentena en el laboratorio a

temperatura ambiente (25°C) durante una semana con el fin de comprobar la esterilidad.
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En términos de la estabilidad, esta se evalu6 por observacion directa de las nanoparticulas
en suspension, si el medio de cultivo se tornaba de color levemente naranja se consideraba que las
nanoparticulas eran estables y estaban bien suspendidas. Por otro lado, si se tornaban de colores
mas oscuros o se formaban manchas de color naranja o aglomerados turbios esto era indicativo de
particulas agregadas, por ende, no se incorporaron bien y no se suspendieron. Por problemas de
oxidacion y precipitacion de las NPs en medio MS con 100% m/v de sales, en los ensayos
posteriores se utilizd unicamente medio MS al 50% m/v de sales.

3.4. Seleccion y siembra de los explantes de banano

Luego de tener las plantas en inspeccidn visual se seleccionaron plantas de tamafio similar
para sembrar en cada tratamiento. Se seleccionaron 25 plantas para cada tratamiento, cada planta
se extrajo de su medio de cultivo original y se elimino las hojas y raices mas viejas (basales). Las
plantas se sembraron en los frascos para cada tratamiento, una planta por frasco y se les asigno un
cédigo numeérico, adicionalmente se rotuld el nimero de hojas y raices iniciales. Las plantas
sembradas se llevaron al cuarto de crecimiento en las condiciones de 25 °C y 18 h luz, segun las

condiciones del cuarto de cultivo del laboratorio donde crecieron durante 60 dias.

3.5. Evaluacion de parametros bioldgicos y traslocacion de las AgNPs
Con el fin de evaluar el movimiento de las nanoparticulas en las plantas de banano se

evaluaron las plantas en dos lotes: El primero a los 30 dias y el otro a los 60 dias.

Luego de 30 dias en incubacion se sustrajo el primer lote de plantas del cuarto de
crecimiento para registrar los datos de longitud, namero de hojas, raices y la longitud de las
mismas, ademas se realizé observacion de los cambios en la coloracion de hojas, tallos y raices
junto con la apariencia de la venacion y la robustez de los pseudotallos. Seguidamente se registrd
la masa de material fresco, para ello se tomd las hojas nuevas, los pseudotallos y las raices y se
separaron y colocaron en sobres de papel aluminio debidamente rotulado y se pesaron. A
continuacion, se llevaron a una estufa a 60 °C durante 72 horas y luego se registré la masa de

material seco.

Posteriormente, a las muestras se les determind el contenido de plata por medio de la

técnica de espectrometria de masas inducida por plasma (ICP-MS) (Baird et al., 2018) también en
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los laboratorios del CICA, a quienes se les pago por realizar los anélisis. El segundo lote de plantas

se extrajo luego de 60 dias de exposicidn y se repitio el procedimiento descrito anteriormente.

Originalmente se habia separado la mitad de las muestras para hacer andlisis de
translocacion por medio de microscopia electrénica, pero luego de consideraciones sobre el
volumen requerido para el anlisis por ICP-MS se decidio reunir todas las muestras y trabajarlas
como muestras compuestas. Es decir, todos los pseudotallos de cada tratamiento se juntaron segun
el tratamiento y el tiempo de exposicion, lo mismo para las raices y las hojas. Al final del muestreo
se obtuvo tubos que contenian las partes de las plantas separadas por tratamiento y tiempo de

exposicion.

Las muestras fueron analizadas usando un SEM Cube-Il (EM-Crafts, Corea del Sur), con
un voltaje de 10-20 kV y una presion de 7.5 x 10—5 Torr. Las muestras fueron colocadas sobre
una cinta de carbon y adherida sobre la parte superior del porta muestras del instrumento. El
analisis de espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (por sus siglas en inglés EDS) se llevd
a cabo mapeando la muestra usando un Xplore 30 mm (Oxford Instruments) y el software AZteca

para el analisis de las imagenes.

3.6. Analisis estadistico

Para analizar los efectos de las AgNPs sobre las plantas se valorizaron los parametros
morfometricos y se utiliz andlisis de varianza de una via con un nivel de confianza de 95% para
determinar si existen diferencias entre los tratamientos para las variables longitud de planta,
longitud de las raices, namero de raices y de hojas, peso fresco y peso seco luego de 30 y 60 dias
de exposicion. Adicionalmente, se utilizé la prueba de Shapiro para determinar el supuesto de
normalidad y la prueba de Levene y Cochran para determinar la homocedasticidad, ambas con un
intervalo de confianza de 95% (Anexo 1). Para determinar donde se encontraban las diferencias
entre los tratamientos se utilizd la prueba pareada de Wilcoxon debido a la naturaleza no

paramétrica de los datos.
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4. Resultados

4.1. Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de plata (AgNPs)

La formacion de nanoparticulas se evidencié mediante la formacion de una solucién con
una coloracion amarillenta que es un indicador caracteristico del proceso de reduccién de Ag™ en
presencia de quitosano para producir nanoparticulas de plata (Ag°®). Los iones de plata de la
solucion de AgNOs se unen a los sitios amino en los mondmeros de quitosano luego de un cambio
en el pH propiciado por el acido acético, el cual los vuelve disponibles para la union de los iones
de plata. Luego de la union de los iones de plata se da un proceso de nucleacién para finalizar el
proceso de formacion de las particulas. En esta reaccion el quitosano fue empleado como agente
reductor y estabilizante para evitar la agregacién de la solucion de AgNPs, se logr6 obtener 100
mL de solucion luego de una Unica sintesis (Figura 1).

Figura 1: Nanoparticulas de plata sintetizadas por medio de sintesis quimica asistida por autoclave luego de 1 hora

de reaccion (derecha) y solucién de quitosano sin nitrato de plata (izquierda).

El quitosano es un polisacarido biocompatible, biodegradable y de baja toxicidad. El
quitosano ha sido usado con agente estabilizante en la sintesis de nanoparticulas metalicas debido

a la presencia de grupos amino e hidroxilos en la estructura polimérica. Tanto los grupos amino
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como los hidroxilos presentan una fuerte afinidad sobre iones metalicos, lo cual favorece la
interaccion con el metal. Los efectos sobre la reduccién de los tamafios de particula y la forma en
funcién de la concentracion y el pH de la disolucion de quitosano han sido reportados por Mat
Zain y Sibiya, respectivamente (2014). Bajo las condiciones de reaccién acida (pH 4) reportadas
en este estudio, la molécula de quitosano esta constituida por grupos amino protonados, los cuales
interaccionan con especies cargadas negativamente, mientras que los grupos hidroxilos pueden

interaccionar con especies cargadas positivamente (Zain et al., 2014).

Estas interacciones facilitan la mezcla de sales como AgNOz con el polimero en disolucion
a temperatura ambiente y promueve la coordinacion de los iones Ag™ al polimero mediante la

interaccidn con los atomos de oxigeno presentes en la estructura, tal y como lo representa la Figura
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Figura 2: Representacion esquematica de la interaccion de AgNO3 y Ag® con quitosano en disolucion
acida.

La formacion de nanoparticulas de plata se genera mediante la oxidacién del atomo de

nitrégeno que pierde un electron induciendo la reduccion de Ag* y produciendo AgP.

Adicionalmente, la alta temperatura a la cual se lleva a cabo la reaccion, posiblemente

cataliza la reaccion de reduccion de Ag™, resultando en la formacién del cristal sobre el par de
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electrones del oxigeno del quitosano. Finalmente, las cadenas del polimero proveen de

estabilizacidn electrostatica a las nanoparticulas resultantes.

Esta interaccion entre las AgQNPs y quitosano puede ser evidenciada por los resultados de
potencial zeta, el cual muestra un valor de +55 +2 mV, indicando que el polication quitosano se
encuentra recubriendo las nanoparticulas resultantes. Adicionalmente, se reporta un tamafio
promedio de 390+53 nm, mediante la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS). Bajo las
condiciones de reaccion se registrd una concentracion de 2085 ppm de nanoparticulas por medio
de ICP-MS.

En la Figura 3 se muestra el espectro de absorcion de luz UV de la disolucién de AgNPs. Como
se puede observar, la disolucién muestra un Gnico maximo de absorcion en 425 nm lo cual es

caracteristico de las nanoparticulas de plata esféricas.
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Figura 3: Espectro de absorcion de nanoparticulas de plata determinado de una muestra de 1 mL de
nanoparticulas de plata utilizando un espectrofotémetro de luz ultravioleta
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En la Figura 4 se muestra la micrografia TEM de las nanoparticulas de plata sintetizadas.
La micrografia muestra particulas esféricas y otras irregulares, sin embargo, estas parecen no
estar completamente dispersas o separadas unas de otras. Adicionalmente, es interesante notar

que los tamafios registrados por TEM son significativamente menores a los obtenidos por DLS.
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Figura 4: Nanoparticulas de plata esféricas sintetizadas por medio de métodos quimicos y asistido por
autoclave observadas al microscopio TEM

Estas discrepancias podrian ser explicadas tomando en cuenta que la técnica de TEM
visualiza Unicamente la particula metalica y no su recubrimiento, mientras que la técnica de DLS
reporta el diametro hidrodinamico que incluye las capas del polimero sobre la superficie de la
particula. Ademas, las diferencias entre los tamafios reportados pueden estar afectados por la
polidispersidad de la muestra, en el cual las particulas de mayor tamafio alteran el coeficiente de

difusion de las particulas en dispersion, resultando en desviaciones en el promedio hacia valores
mayores.
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4.2. Comparacién de los métodos de inclusion de las nanoparticulas

Se probo la inclusion de las nanoparticulas de 2 maneras y en medios de cultivo con dos
concentraciones de sales diferentes: 50% m/v y 100% m/v (Figura 5). Primero se intent6 incluir
las nanoparticulas en medio MS al 100% m/v, pero las nanoparticulas precipitaron luego del
tiempo en autoclave, como se puede ver por la coloracién oscura que adoptaron. Luego se intentd
filtrarlas hacia el medio de cultivo al 100% m/v, pero se agregaron nuevamente como se puede
observar por el deposito de las AgNPs en el medio, evidente por la aparicion de turbidez y una
ligera coloracion naranja proveniente de la solucion de NPs que apareci6 luego de la solidificacion
del medio y en un punto especifico del medio. Por ultimo, se decidié emplear medio MS al 50%

m/v, en el cual las nanoparticulas se suspendieron sin agregacion.

Figura 5: Nanoparticulas de plata luego de ser agregadas al medio de cultivo empleando los dos métodos
de esterilizacién: Autoclave y filtracion. a) Medio MS al 100% m/v con nanoparticulas incorporadas antes de
autoclavar, b) Medio MS 50% m/v con Agar y nanoparticulas filtradas incorporadas luego de autoclavar, ¢) Medio
MS 100% m/v con Phytagel con nanoparticulas incorporadas luego de autoclavar.
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4.3. Efectos de las AgNPs sobre parametros biol6gicos de las plantulas de banano

Se evaluo los efectos de las nanoparticulas de plata sobre los parametros bioldgicos de las
plantulas de banano luego de 30 dias (Cuadro 1) y 60 dias de exposicion (Cuadro 2). En cuanto a
la altura de la planta luego de 30 dias de exposicion se observo que las plantas tratadas con 5 ppm
de AgNPs presentaban ligeramente mayor altura respecto del control. Sin embargo, no existen
diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05). Sobre la longitud de las raices, se vio
que las plantas control presentaban raices mas largas que los otros tratamientos y existian
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos y el control, ademas las plantas del
tratamiento de 5 ppm presentaron raices significativamente mas largas que las plantas del
tratamiento de 10 ppm y 15 ppm. En cuanto al nimero de raices, las plantas del tratamiento de 10
ppm presentaron un nimero de raices ligeramente mayor luego de 30 dias de exposicion. No
obstante, no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05). Respecto del
namero de hojas en las plantas tratadas con 5 ppm de AgNPs, este fue ligeramente mayor que en
el resto de los tratamientos luego de 30 dias de exposicion, pero no hubo diferencias significativas

entre los tratamientos (p>0.05).

Cuadro 1: Pardmetros biol6gicos de las plantulas de banano luego de 30 dias de exposicion

Tratamientos

Parametros Control 5 ppm 10 ppm 15 ppm
Altura de plantas (cm) 10.604£3.31* 10.65+2.29* 8.92+2.68% 9.29+2.742
Longitud de raices (cm) 7.9242.10°  6.20+2.34° 4.22+2.95° 4.36+2.75°

NUmero de raices 4.88+1.36° 4.32+1.55* 4.91+1.20* 3.81+1.53%
Ndmero de hojas 3.08£0.70*  3.18+0.50* 3.04+0.76* 2.81+0.60°

Las letras a, b y ¢ representan las diferencias entre los tratamientos segin un ANOVA de una via y prueba post-hoc

pareada de Wilcoxon p<0.05.
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Luego de 60 dias de exposicion se observo que, en el caso de la longitud de la planta, las
plantas tratadas con 5 ppm de AgNPs presentaron una longitud ligeramente mayor, sin mostrar
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (p>0.05). Los datos registraron que la
longitud de las raices de las plantas de control presentaba mayor longitud de raices y ademas las
diferencias entre los tratamientos de control, 5, 10 y 15 ppm fueron estadisticamente diferentes
(p<0.05), no asi entre los tratamientos de 10 y 15 ppm, donde no se observé diferencias
estadisticamente significativas. Por Gltimo, el nimero de raices de las plantas tratadas con 15 ppm
de AgNPs presentaron un nimero ligeramente mayor, pero no hubo diferencias significativas entre
los tratamientos (p>0.05). Luego de 60 dias de exposicion se observo una tendencia a la reduccion

significativa del nimero de hojas conforme se aumentd la concentracion de AgNPs.

Cuadro 2: Parametros biolégicos de plantulas de banano luego de 60 dias de exposicion

Tratamientos

Parametros Control 5 ppm 10 ppm 15 ppm
Altura de plantas (cm) 11.68+2.67¢8 12.40+2.58* 10.26+£3.06* 10.60+2.722
Longitud de raices (cm) 0.86+2.14°  7.14+2.18"  3.99+1.95° 4.12+1.23¢

NUmero de raices 6.10+1.797  5.23+2.16*  6.77+3.21* 6.91+2.86°
Numero de hojas 4.48+0.98°  4.32+0.65% 4.23+0.81%  3.78+0.80°

Las letras a, b y ¢ representan las diferencias entre los tratamientos segin un ANOVA de una via y prueba post-hoc

pareada de Wilcoxon p<0.05.
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En cuanto a los efectos de las NPs sobre la masa del material fresco luego de 30 dias de
exposicion (Cuadro 3) se observo que las plantas del tratamiento control presentaban mayor
biomasa fresca en las raices, existié diferencias significativas entre el control y los diferentes
tratamientos (p<0.05), no asi, entre los tratamientos de 10 y 15 ppm, similar a lo encontrado a los
30 dias. Por su parte, la masa de los pseudotallos fue mayor en las plantas control y hubo
diferencias significativas entre el control y los diferentes tratamientos (p<0.05), sin embargo, los
tratamientos de 5, 10 y 15 ppm no presentaron diferencias significativas entre ellos. Por su parte,
la biomasa fresca de las hojas de las plantas tratadas con 5 ppm presenté un valor ligeramente

mayor, pero no hubo diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05).

Cuadro 3: Efecto de las AgNPs sobre la biomasa fresca luego de 30 dias de exposicion

Tratamientos
Seccion de la planta

Control 5 ppm 10 ppm 15 ppm
Raices (mg) 1421.84+550.50°  599.85+205.38°  450.81+145.41° 412.92+159.52°
Pseudotallo (mg) 1449.18+282.58%  1234.44+228.08° 1259.26+227.46° 1172.63+278.24°
Hojas (mg) 602.8+165.44% 609.1+137.35° 610.43+127.032 516.43+95.65°

Las letras a, b y ¢ representan las diferencias entre los tratamientos segin un ANOVA de una via y prueba post-hoc

pareada de Wilcoxon p<0.05.

Luego de 60 dias de exposicion (Cuadro 4) se observo que la biomasa fresca de las raices
exhibia un comportamiento similar al de las plantas que estuvieron expuestas durante 30 dias. Las
plantas de control presentaron raices mas pesadas que los demas tratamientos y hubo diferencias
significativas entre las plantas de control y los demas tratamientos (p<0.05), sin embargo, no hubo

diferencias significativas entre las plantas tratadas con 10 y 15 ppm.

Cuadro 4: Efecto de las AgNPs sobre la biomasa fresca luego de 60 dias de exposicion

Tratamientos
Seccion de la planta

Control 5 ppm 10 ppm 15 ppm
Raices (mg) 1427.71£550.91%  770.40£262.80°  542.69+206.21°  539.03+157.81°
Pseudotallo (mg) 1725.84+536.16*  1613.86+186.76% 1519.61+224.65* 1489.77+212.35?
Hojas (mg) 911.16+162.45¢  909.96+142.17¢  750.41+195.93"  718.73+118.91°
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Las letras a, by c representan las diferencias entre los tratamientos segin un ANOVA de una via y prueba post-hoc
pareada de Wilcoxon p<0.05.

En cuanto a la biomasa seca luego de 30 dias de exposicién (Cuadro 5) se observé que las
plantas control presentaban mayor masa seca en las raices que las plantas tratadas con NPs y existié
diferencias significativas entre todos los tratamientos y el control (p<0.05), no asi entre los
tratamientos de 5, 10 y 15 ppm. La masa seca de los pseudotallos present6 la misma tendencia
observada en la biomasa fresca de las plantas expuestas durante 30 dias, la cual se pudo evidenciar

también en la biomasa seca de las hojas.

Cuadro 5: Efecto de las AgNPs sobre la biomasa seca luego de 30 dias de exposicion

Tratamientos
Seccion de la planta

Control 5 ppm 10 ppm 15 ppm
Raices (mg) 64.23£26.142 34.80+15.05° 23.83+15.05° 24.98+15.03°
Pseudotallos (mg) 75.48+24.072 57.59+13.93° 54.48+22.07° 55.87+18.19°
Hojas (mg) 35.23114.242 29.66+9.12° 30.82+12.80° 26.46+8.59°

Las letras a, by c representan las diferencias entre los tratamientos segin un ANOVA de una via y prueba post-hoc

pareada de Wilcoxon p<0.05.

Después de 60 dias de exposicion (Cuadro 6) se presentd un patrén de comportamiento que
coincide con lo observado luego de 30 dias de exposicidn. La biomasa seca de las raices en las
plantas control fue superior a la de las plantas tratadas con NPs y ademas se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos y el control (p<0.05). En cuanto a la masa seca de pseudotallos,
de igual manera las plantas de control exhibieron una biomasa ligeramente mayor, pero no se
evidencio diferencias entre los tratamientos. Asimismo, la biomasa seca de las hojas de las plantas
control fue ligeramente superior a la de las hojas tratadas con 5 ppm de AgNPs, pero no se
detectaron diferencias significativas entre ambos tratamientos (p>0.05). Ademas, no se

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de 5, 10 y 15 ppm (p>0.05).

Cuadro 6: Efecto de las AgNPs sobre la biomasa seca luego de 60 dias de exposicion

Tratamientos
Seccidn de la planta

Control 5 ppm 10 ppm 15 ppm
Raices (mg) 89.21+30.992 66.68+27.57°  48.06+21.73" 55.10+18.90°
Pseudotallo (mg) 132.30+48.98*  104.03+27.82%  97.74+25.272 108.57+18.922
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Hojas (mg) 63.18+13.45°  60.16+8.63®  50.67+14.01° 51.17+9.74
Las letras a, b y ¢ representan las diferencias entre los tratamientos segiin un ANOVA de una via y prueba post-hoc
pareada de Wilcoxon p<0.05.

4.4 Absorcidn y traslocacion de las AgNPs en el tejido vegetal

Los cambios en la apariencia de las plantas incubadas a diferentes concentraciones de
AgNPs, se evaluaron después de un 60 dias de tratamiento. Los resultados méas relevantes se
registraron en cambios en la apariencia. Se observé que a medida se aumentaba la concentracion
de las nanoparticulas en el medio las raices presentaban una coloracion mas oscura y una
apariencia mas quebradiza (Figura 6). Ademas, en las concentraciones de 10 ppm y 15 ppm se

noto el desarrollo de una cofia (las plantas lo utilizan para lograr penetrar el sustrato).

Cofia

Figura 6: Raices de plantulas de banano expuestas a AgNPs en medio de cultivo MS 50% incubadas a
25°C y en un fotoperiodo de 18h luz durante 60 dias.
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En cuanto a los pseudotallos (Figura 7) se registrd que las plantas de control presentaban
tallos menos quebradizos y fragiles que los de las plantas tratadas con NPs, ademas las plantas
tratadas presentaban coloracion amarillenta. A medida que aumentaba la concentracién de plata se

notaba un amarillamiento de los tallos y si bien las plantas de 5 ppm desarrollaron mas altura, los
tallos eran mas delgados.

Figura 7: Plantulas de banano luego de 60 dias de exposicion a AgNPs en medio de cultivo MS 50%
incubadas a 25°C y en un fotoperiodo de 18h luz durante 60 dias.
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En cuanto a la apariencia de las hojas (Figura 8) se observé que las plantas de control
manifestaron una coloracién verde oscuro, mientras que las plantas tratadas con AgNPs mostraban
distintos grados de clorosis (decoloracion de las hojas por deficiencia de clorofila). En el caso de
esta clorosis, las hojas se mostraban amarillentas en los bordes y en el haz. La venacion de las

hojas aiin se mostraba oscura luego de la exposicion.

Figura 8: Hojas de plantas de banano luego de dos meses de exposicion a AgNPs en medio MS 50%
incubadas a 25°C y en un fotoperiodo de 18h luz durante 60 dias
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La traslocacion de las particulas dentro de la planta (Figura 9) se determin6 por medio de
la medida de la concentracion de plata en raices, pseudotallos y hojas. Se observo que en las plantas
tratadas con 5 ppm luego de 30 dias de exposicion acumulé la mayoria de AgNPs en la raiz y el
resto se distribuyo entre pseudotallos y hojas.

Al cabo de 60 dias se evidencid una reduccion de la concentracion en la raiz y un
incremento en el pseudotallos y las hojas. Lo anterior es evidencia de que las nanoparticulas en la
planta migran de la parte basal a las partes aéreas. Por su parte en las plantas tratadas con 10 ppm
la mayoria de las NPs se acumularon en el pseudotallo, pero al finalizar los 60 dias de exposicion
se observé una reduccion en el pseudotallo y un incremento en la concentracion en la raiz. Acerca
de las plantas de control, se observo un extrafio incremento en la concentracion de plata en las
raices. Sin embargo, las micrografias (Figura 10) no muestran presencia de plata en el tejido de

raiz, pero si muestra la superficie porosa por la cual absorben los nutrientes.

Traslocacion de las AgNPs en las plantas
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Figura 9: AgNPs acumuladas en las distintas partes de la planta luego de 30 dias y 60 dias de exposicién en medio de cultivo MS
50% y a 25°C y un fotoperiodo de 18h luz.

33



B Vop Som Spectrom

Figura 10: A) Micrografia de SEM para la muestra de Raiz sin adicién de AgNPs (control). B) EDS para
esta muestra. C) Micrografia SEM de la muestra de Raiz con la adicion de 10 mg/ml de AgNPs. D) EDS para esta
muestra.
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5. Discusién

5.1. Método de sintesis y caracterizacion de las AgNPs

La sintesis de las AgNPs se llevé a cabo empleando una autoclave a 121°C durante 1 hora.
La disolucion obtenida luego de la reaccion resultd ser una solucién de color amarillo lo cual
evidencia la formacion de AgNPs. De manera similar, Venkatesham y sus colaboradores (2012)
reportaron que el tiempo en autoclave es un factor determinante en la conversién de la sal
precursora (Ag*?) a nanoparticulas (Ag*°) (Figura 2) empleando quitosano como agente reductor
(Venkatesham et al., 2012). Mediante la interaccion de los grupos amino e hidroxilos con los iones
precursores, se favorece la mezcla de reaccion y se promueve la coordinacién de los iones Ag™ al
polimero mediante la interaccion con los 4&tomos de oxigeno presentes en la estructura. La
formacioén de nanoparticulas de plata se genera mediante la oxidacion del atomo de nitrogeno que
pierde un electron induciendo la reduccion de Ag* y produciendo Ag°. Bajo las condiciones de
temperatura y presion el proceso podria estar catalizado resultando en la formacion del cristal que
incorpora progresivamente Ag® a la estructura metalica sobre el par de electrones del oxigeno del
polimero. Finalmente, los cristales son estabilizados por las cadenas del polimero mediante

interacciones electrostaticas.

Al final de la reaccidn se obtuvo AgNPs con una forma esférica segun la micrografia TEM
y tamafio de entre 20 nm y 100 nm. Sin embargo, los resultados obtenidos por medio de DLS
registraron tamafios de 390+54 nm. Las diferencias pueden ser explicados en términos de la
polidispersidad de la muestra que podria desviar los resultados hacia los valores promedios
superiores a los 100 nm. Por otro lado, las diferencias obtenidas entre los resultados registrados en
TEM y DLS podrian ser explicados considerando que TEM visualiza la particula metalica mientras

que DLS reporta el didmetro hidrodindmico.

Las AgNPs fueron sintetizadas empleando quitosano como agente reductor y
encapsulante. El recubrimiento de las AgNPs con quitosano se evidencia en los resultados de
potencial zeta, los cuales registran valores con carga superficial positiva (+55 £2 mV), similar a lo

reportado en la literatura (Mohammed et al., 2017). La forma de las NPs esta influenciada por el
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método de sintesis utilizado, agentes encapsulantes y reductores, asi como la concentracién de la
sal precursora. Segin Arno y sus colaboradores todos estos factores contribuyen en la formacion
de la NP, lo cual junto con la agitacion y temperatura permiten establecer la forma final de estas.
Las AgNPs obtenidas en este estudio empleando autoclave resultaron de forma esférica similar a
las obtenidas por Arno y sus colaboradores (Arno et al., 2020). EI maximo de absorcién UV de las
nanoparticulas de plata obtenidas fue a los 425 nm, caracteristico de AgNPs esféricas (Kokila et
al., 2015). Las nanoparticulas metalicas en general son muy eficientes para absorber y dispersar la
luz. Esto se debe a sus fuertes interacciones con fotones incidentes a través de un fenémeno
conocido como resonancia de plasmones superficiales, el cual se define como la oscilacién
resonante colectiva de los electrones de valencia en una superficie cuando la frecuencia de la luz
incidente iguala la frecuencia natural de los electrones (Linic et al., 2011). Sin embargo, la
resonancia de plasmones superficiales en nanoestructuras depende de otros factores ademas del

tamafo, como la forma y la constante dieléctrica.

En cuanto al tamafo reportado, existen diferencias entre el registrado por DLS vy el
detectado por TEM. Estas discrepancias podrian ser explicadas tomando en cuenta que la técnica
de TEM visualiza Gnicamente la particula metalica y no su recubrimiento, mientras que la técnica
de DLS reporta el diametro hidrodindmico que incluye las capas de polimero sobre la superficie
de la particula. Ademas, las diferencias entre los tamafios reportados pueden estar afectados por la
polidispersidad de la muestra, en el cual las particulas de mayor tamafio alteran el coeficiente de
difusion de las particulas en dispersion, resultando en desviaciones en el promedio hacia valores

mayores (Gorup et al., 2011).

5.2. Método de inclusion de las nanoparticulas de plata

En cuanto a la inclusién de las AgNPs, se not6 que el mejor método para lograrlo es agregar
las NPs previamente filtradas al medio de cultivo luego de que este se esteriliza por medio de
autoclavado. Sin embargo, se requiere de mas estudios para determinar cual es el factor que evita
que estas puedan agregarse antes de autoclavar el medio. Por su parte los investigadores que han
realizado estudios en plantas en medios de cultivo semisolidos indican que las nanoparticulas se
agregan al medio antes de ser autoclavado (Liu et al., 2017). Segun el estudio de Liu y sus
colaboradores y otros como el desarrollado por Shaaban y su equipo (Shaaban et al., 2019) y por

Stefani¢ y sus colegas (Stefani¢ et al., 2021) con diferentes plantas (tabaco) no deberia haber
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problemas al agregar las particulas antes de autoclavar, pero puede que el recubrimiento juegue
cierto papel, en el caso del estudio de Liu y sus colaboradores (2017) el recubrimiento que utilizan
para las NPs es citrato. Sin embargo, durante el experimento se not6 que al autoclavar las
nanoparticulas junto con el medio MS, estas al salir de la autoclave resultaron en una coloracion
oscura indicando la agregacion y posterior precipitacion, limitando su utilizacion en los ensayos

con plantas.

Segun la literatura, las nanoparticulas requieren de calor y cierto pH, segun reportes el pH
6ptimo es alrededor de 6 para poder formarse (Thi Thu Huong et al., 2021). Es posible que al
incorporar las particulas al medio antes de autoclavarse, y luego es sometido a 121°C en la
autoclave esto puede ocasionar que las nanoparticulas reaccionen con las sales en el medio. La
concentracion de sales incrementa la fuerza idnica de la disolucion, induciendo una
desestabilizacion de las nanoparticulas de plata recubiertas con el polielectrolito (quitosano) (El
Badawy et al., 2010).

5.3. Efectos de la exposicion de plantulas de banano a AgNPs

Las plantas de banano se expusieron a diferentes concentraciones de nanoparticulas de
plata y se compararon con un control (solo el medio de cultivo sin adicionar AgNPs). Las plantas
fueron analizadas en dos intervalos de tiempo (30 y 60 dias). El primer parametro analizado fue la
longitud del pseudotallos, segun lo reportado en la literatura bajas cantidades de plata demuestran
ser beneficiosas para el alargamiento y division celular, puesto que actian como potenciador de
citoquininas (que catalizan el ciclo celular) y auxinas que favorecen el alargamiento de raices
(Debnath et al., 2018). Sin embargo, un factor importante a considerar es el tamafio de particula.
Los estudios realizados implementando AgNPs en cultivo in vitro hablan de implementar tamarios
cercanos a 20-30 nm (Giap et al., 2018).

En el caso de la presente investigacidn el tamafio de las NPs fue 10 veces superior al tamafio
recomendado. Estudios han revelado que al incrementar el tamafio de particula se incrementa la
produccidn de especies reactivas de oxigeno, las cuales modifican la estructura celular y ademas
interfiere con la maquinaria metabdlica tanto de cloroplastos como la mitocondria, ademas de
afectar la sintesis de proteinas (Tripathi et al., 2017). Al interferir con el metabolismo, el

crecimiento se ve inhibido, por ende, hay menor division celular lo cual puede explicar los
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resultados obtenidos en materia de altura del pseudotallo, longitud de raices y el namero de hojas

y raices, pardmetros que se vieron reducidos en las concentraciones de 10 y 15 ppm.

En términos de masa de material fresco tanto de pseudotallos como de hoja se observo una
tendencia decreciente conforme se aumento la concentracion de AgNPs. Nuevamente el factor que
quiza haya contribuido con el desarrollo deficiente de biomasa es el tamafio de las AgNPs. Esta
tendencia es especialmente visible en el desarrollo radicular. Los resultados de este estudio
coinciden con lo reportado en la literatura sobre el potencial fitotoxico de la plata (Yan & Chen,
2019). En cuanto al desarrollo radicular, segun lo reportado por Yany Chen (2019) se notd que la
exposicion a AgNPs inhibe la elongacion y el desarrollo de pelos radiculares, lo cual se pudo
observar en las plantas de banano tratadas con plata, las plantas tratadas con 10 y 15 ppm
exhibieron menos pelos radiculares y menor masa fresca y seca que las plantas tratadas con 5 ppm

y las plantas de control.

La apariencia de las raices en términos de coloracion (café) y parte del desarrollo alcanzado
por las plantas tratadas con plata puede también ser atribuido a la produccion de especies reactivas
de oxigeno (Shaaban et al., 2019). De acuerdo con los resultados, al incrementar la concentracion
de plata la produccion de ROS aumenta, lo cual inhibe el crecimiento dado que las ROS interfieren
con la maquinaria celular retrasando el metabolismo. En el presente ensayo se evidencio en la

forma de reduccidn de la biomasa y la apariencia de las raices.

Sobre el efecto de la exposicion a las AgNPs en las hojas, se evidencio una tendencia de
disminucién en biomasa tanto fresca como seca respecto de las plantas control. Esto se podria
explicar en términos de la inhibicidn de la division celular por causa de las AgNPs. Estudios
establecen que debido a que las AgNPs reducen el crecimiento radicular hay menor acumulacion
de nutrientes por parte de la planta, lo cual se traduce en menor division celular y como
consecuencia menos produccién de biomasa (Scherer et al., 2019). En este experimento se observé
que las plantas tratadas con AgNPs manifestaron menor desarrollo de biomasa que las plantas

control.

Existen estudios que indican que bajas concentraciones de plata tienen efectos
potenciadores sobre el aparato fotosintético (Sadak, 2019). Mientras que, otros estudios han
indicado que las AgNPs tienen efectos nocivos sobre el aparato fotosintético (Ke et al., 2018). De

acuerdo con Ke y sus colaboradores (2018), al incrementar la concentracion de plata en plantas de
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tabaco, que se considera una planta modelo, la produccion de pigmentos fotosintéticos (clorofilas

a 'y b) se ve inhibida, lo cual refuerza los resultados obtenidos en este estudio.

La reduccién en la produccién de clorofila se debe a que la produccién de ROS interfiere
con los fotosistemas, reduciendo la produccion de clorofila. Los resultados coinciden con lo
reportado por Singh y sus colaboradores (Singh et al., 2015). Segun su estudio las nanoparticulas
de plata pueden penetrar las membranas de los cloroplastos e interrumpir la cadena de transporte
de electrones, lo cual resulta en una menor produccion de clorofila que a su vez ocasiona la
clorosis. Sin embargo, los estudios realizados con AgNPs en plantas no reportan los efectos

especificos que ocasionan las cargas superficiales de las particulas.

5.4. Translocacion de las nanoparticulas a las distintas porciones de las plantas

Segun lo reportado en la literatura, el primer punto de entrada de las nanoparticulas en los
tejidos vegetales es a través del xilema por medio de los espacios existentes entre las células de
los pelos radiculares (Ghafariyan et al., 2013). Si bien, las nanoparticulas de menor tamario tienen
mejor movilidad a través de los poros celulares, los cuales actian como filtros y permiten el paso
de las particulas mas pequefias, las nanoparticulas mas grandes pueden contribuir con la formacion
de poros nuevos, del mismo modo la produccion de ROS contribuye a debilitar las paredes

celulares (Jiang et al., 2017).

Lo anterior puede explicar como las particulas migran de la raiz a las partes aéreas. En los
resultados obtenidos en el presente estudio se not6 que en el caso de las plantas tratadas con 5 ppm
de AgNPs acumularon la mayoria de la plata en la seccion de la raiz. Lo anterior coincide con lo
reportado por Ghafariyan y sus colaboradores (2013). En su estudio también concluye que una vez
dentro de la planta, la plata se mueve a partes aéreas, lo cual explica porque la concentracion en el
sector de raiz se redujo al cabo de 60 dias de exposicion. En el presente estudio se observo cambios
en la apariencia de las plantas tratadas con plata. En cuanto a las raices, las plantas tratadas con 10

y 15 ppm se observaron raices quebradizas y la aparicion de la estructura de cofia.

Por su parte tanto pseudotallos como hojas manifestaron clorosis, la cual fue mas
pronunciada a medida aumentaba la concentracion de nanoparticulas. Basados en el
comportamiento de este tipo de clorosis es posible que se deba a la interaccion de los grupos
aldehido de la clorofila b con las ROS formadas por la exposicion a AgNPs, congruente con lo

reportado en la literatura (Fayez et al., 2017).
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En la Figura 10 se muestran las micrografias SEM para la muestra de raiz libre de
nanoparticulas de plata y expuesta a 10 mg/L de AgNPs. Como se puede observar en ambas
micrografias, la matriz vegetal presenta una superficie porosa de alrededor de 10-20 micrometros,
en la cual los nutrientes podrian ser absorbidos por la planta. Note que la estructura del tejido
vegetal tanto para la raiz libre y expuesta a AgNPs es similar. Adicionalmente, el analisis elemental
de las muestras estudiadas se realizé por medio de EDS, en el cual, no se registra la presencia de
Ag sobre los tejidos de raiz analizados. Cabe mencionar, otros tejidos (tallos y hojas) también
presentaron el mismo comportamiento (Anexo 2). Esto se podria explicar debido la complejidad
de la muestra y por la baja concentracion de Ag, al nivel de trazas, que la planta podria haber
absorbido y no son detectables por el instrumento. Sin embargo, se registra la presencia de otros
elementos como carbono, oxigeno, aluminio, azufre, fésforo, entre otros; que probablemente

provengan de la composicion de matriz vegetal y del medio de cultivo.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que las nanoparticulas sintetizadas no
mejoran el crecimiento de las plantas estudiadas. Se pudo notar que, a una concentracion de 5 ppm
de nanoparticulas, el desarrollo de las plantulas disminuyd considerando una disminucion en la
biomasa y la longitud de raices y tallos. Desde este punto de vista la incorporacion de
nanomateriales en sistemas vegetales puede tener efecto toxico. Esto es similar a lo encontrado
por Fayez y sus colaboradores (2017) en plantas de cebada. Segun su estudio, al incrementar la
concentracion de NPs en el tejido se observaba menor desarrollo de las plantulas (Fayez et al.,
2017).

Por otro lado, la incorporacion de nanoparticulas metalicas podria ser una herramienta para
evaluar el efecto del agente encapsulante y su interaccion con los tejidos vegetales. En este estudio
se empled quitosano como agente encapsulante o vehiculo de las AgNPs. De acuerdo con los
resultados fue posible determinar por medio de ICP-MS la movilidad de las AgNPs desde la raiz
hasta los tejidos superiores (hojas y tallos) concentrandose mayormente en la raiz luego de 30 dias
de exposicion. Esto podria indicar que la interaccién del polication (quitosano) y la pared celular
de la planta favorece la absorcién del metal y su movilidad dentro del tejido vascular. Asimismo,
los resultados sugieren que la planta es capaz de absorber y transportar nanoparticulas

Ag/quitosano con tamafios promedios de 390 nm. Sin embargo, segun estudios realizados por Hu
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y sus colaboradores (2018) sobre plantas de trigo (Trticum aestivum) el tamafio de nanoparticula
influye en la cantidad de nanoparticula que se absorbe. Descubrieron que las NPs de mayor tamafio

(240 nm) se absorbian en menor cantidad (Hu et al., 2018).

Sin embargo, estudios argumentan que las nanoparticulas metalicas son convenientes para
ser aplicadas en otras areas como remediacién de pesticidas y deteccion de patdégenos. En
particular las de plata y oro porque son faciles de detectar en el tejido por medio de distintos
métodos (Upadhyayula, 2012). Segun los investigadores se pude detectar particulas metéalicas
empleando métodos como espectroscopia, colorimetria y microscopia. Este Gltimo fue empleado
en nuestro experimento. La facilidad con la cual las particulas metalicas son detectables las vuelve
excelentes marcadores para emplearlos en areas como deteccion de patdgenos y remediacion de

pesticidas.
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6. Conclusiones y recomendaciones

Los resultados demostraron que el método de sintesis por autoclave de AgNPs es efectivo
para producir nanoparticulas estériles y en alta concentracion utilizables en los ensayos con
plantas. En cuanto a los métodos de esterilizacion se observé que la mejor forma para agregar las
NPs es filtrandolas luego de sacar el medio de la autoclave. Se logré evidenciar que las AgNPs en
términos de la concentracion y el tamafio utilizado presentan efectos nocivos para el desarrollo de
plantas de banano Cavendish (Musa acuminata) en términos de desarrollo de biomasa, se observé
una reduccion en el peso fresco y seco de la materia vegetal, asi como la elongacion del
pseudotallos y las raices. Se logro observar que el 6rgano donde hubo mayor afectacion fue la raiz
dado que la diferencia entre los tratamientos fue significativa, coincidiendo con los resultados de
acumulacion. El estudio sugiere que los efectos a nivel de biomasa pueden estar relacionados con
cambios morfologicos y quiza hasta fisioldgicos en términos de la clorosis observada en las plantas
tratadas y la apariencia de las raices. Se pudo observar que las nanoparticulas son absorbidas del
medio a través de la raiz y luego estas son traslocadas a las partes aéreas de la planta. En términos
de la forma para realizar el analisis se not6 que hubo una limitante en materia de la masa de material

seco, puesto que el peso que se obtuvo no fue suficiente para permitir ambos analisis.

Se recomienda realizar el ensayo empleando esquejes de banano en lugar de utilizar plantas
ya formadas con el fin de observar con mayor detalle el efecto de la plata y aumentar el nimero
de individuos en cada tratamiento, esto también permitira solventar el problema de material para
poder realizar ambos analisis de deteccion de AgNPs. En términos de las nanoparticulas se
recomienda el uso de PVP o citrato como agentes encapsulantes y reductores considerando que el
PVP brinda una carga superficial positiva y el citrato una carga negativa, se puede evaluar el efecto
de los distintos agentes en materia de la absorcion y traslocacion en la planta y como estas pueden
interactuar al agregarse al medio de cultivo considerando las cargas superficiales. También se
recomienda usar NPs de tamafio inferior, entre 10-30 nm, puesto que estas presentan mejor

movilidad, para lo cual se podria modificar el método de sintesis incluyendo: disrupcién con
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sonicador y pasos de filtracion a través de poros de tamafios diferentes o realizando otros ajustes
en cuanto a la concentracion de precursor y encapsulante. Ademas, se podria modificar la forma
que adquieren las nanoparticulas y se puede utilizar otros métodos de sintesis (fisicos y bioldgicos).
Por otro lado, se recomienda incluir controles adicionales en el ensayo como plata en forma de
nitrato (AgNO3) y quitosano o el agente encapsulante que se utilice para observar los efectos de
estas sustancias por separado sobre el crecimiento de banano. Para complementar el analisis se
puede incluir el estudio de los efectos sobre los pigmentos fotosintéticos como la produccién de
clorofila y carotenoides. A nivel agricola existen cientos de pesticidas que en su formulacion
incluyen plata como un ingrediente activo, sin embargo, es necesario realizar pruebas con
diferentes agentes encapsulantes y métodos de sintesis, los cuales permitan ajustar el tamafio y
forma de las nanoparticulas para adecuarse al tipo de plaga que se desea eliminar. Podria realizarse
ensayos encapsulando distintos reguladores de crecimiento o agroquimicos y estudiar si estos al
igual que las AgNPs pueden desplazarse en la planta. Ademas, pueden ser implementadas en

agricultura de precision para regular la liberacion de sustancias.
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8. Anexos

1. Resultados de las pruebas estadisticas para comprobar los supuestos y toma de

decision sobre las pruebas a ejecutar

Plantas luego de 1 mes de exposicion

Parametro valor de p Prueba de Shapiro valor de p prueba de homocedasticidad  Decision de ANOVA
Longitud de raices 0.04451 0.007652 Anova no parametrico
Altura de pseudotallo 0.1538 0.2011 Anova no parametrico
Numero de Raices 0.04166 0.8803 Anova no parametrico
Numero de hojas 2.67E-06 0.3024 Anova no parametrico
Masa Fresca Raices 0.0003217 8.82E-14 Anova no parametrico
Masa Fresca pseudotallo 0.5939 0.7266 Anova no parametrico
Masa Fresca Hojas 0.02084 0.1144 Anova no parametrico
Masa Seca Raices 0.002383 0.0001561 Anova no parametrico
Masa Seca Pseudotallo 0.0812 0.268 Anova no parametrico
Masa Seca Hojas 0.006649 0.1103 Anova no parametrico

Plantas luego de 2 meses de exposicion

Parametro valor de p Prueba de Shapiro valor de p prueba de homocedasticidad ~ Decision de ANOVA
Longitud de raices 0.0035 0.725 Anova no parametrico
Altura de pseudotallo 0.06956 0.8835 Anova no parametrico
Numero de Raices 0.001566 0.09667 Anova no parametrico
Numero de hojas 0.05456 0.2318 Anova no parametrico
Masa Fresca Raices 4.86E-05 8.34E-09 Anova no parametrico
Masa Fresca pseudotallo 7.37E-07 9.87E-09 Anova no parametrico
Masa Fresca Hojas 0.4234 0.04984 Anova no parametrico
Masa Seca Raices 0.06043 0.1463 Anova no parametrico
Masa Seca Pseudotallo 0.003494 3.25E-05 Anova no parametrico
Masa Seca Hojas 0.9028 0.09958 Anova no parametrico

Prueba Post-hoc

Prueba de Wilcoxon
Prueba de Wilcoxon
Prueba de Wilcoxon
Prueba de Wilcoxon
Prueba de Wilcoxon
Prueba de Wilcoxon
Prueba de Wilcoxon
Prueba de Wilcoxon
Prueba de Wilcoxon
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Prueba de Wilcoxon
Prueba de Wilcoxon
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Imégenes de micrografia de las diferentes secciones vegetales
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Figura 11: A, C, E y G) Micrografias de SEM para muestras de tallo y hojas sin la adicion de AgNPs
(blancos) y con la adicion de 10 mg/ml de AgNPs, respectivamente. B, D, F, H) EDS para las muestras de tallo y

hojas sin la adicién de AgNPs (blancos) y con AgNPs
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