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RESUMEN

En la actualidad, el uso de nanoparticulas de ingenieria (NPs) en las practicas
agricolas como nanofertilizantes y nanoplaguicidas ha llamado la atencién de los
investigadores, ya que representan un avance en la aplicacion de fertilizantes y son
una de las opciones mas efectivas para una mejora considerable del rendimiento
agricola. Las NPs derivadas de hierro, cobre, cerio, plata, zinc y titanio se utilizan
como fuentes importantes para la preparacion de fertilizantes y pesticidas. Entre las
nanoparticulas, las de oxido de zinc (NPs ZnO), se consideran bioseguras para la
aplicacion a especies biolégicas, ademas, son la cuarta materia prima mas grande en
la industria de la nanotecnologia. A nivel mundial, se estima que en todos los
sectores de la economia se utilizan alrededor de 34,000 toneladas de NPs ZnO por

ano.

En la agricultura, la aplicacion de NPs ZnO puede generar efectos
beneficiosos y también perjudiciales en las plantas y, su influencia depende de la
composicidon, concentracion, tamafno y propiedades quimicas de las NPs, asi como
de la especie de planta. El efecto beneficioso de las NPs ZnO se atribuye a la
liberacion gradual de los iones de Zn™" por un periodo de tiempo prolongado. Por

otra parte, a concentraciones elevadas se ha demostrado que pueden afectar el
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crecimiento de las plantas y generar estrés oxidativo a través de la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), que da como resultado cambios en la actividad
del sistema enzimatico antioxidante y metabolitos secundarios, compuestos
responsables de la neutralizacién de los radicales libres toxicos. Sin embargo, a la
fecha no existe ningun estudio reportado en la literatura que enfoque sus esfuerzos a
estudiar el efecto de las NPs ZnO sobre la germinacion, el crecimiento de las plantas
y la actividad del sistema enzimatico antioxidante y no enzimatico (compuestos

fenolicos) en el cultivo de chile habanero (Capsicum chinense).

Debido a lo anterior y especificamente en este cultivo, se carece de
informacion relacionada con el impacto de las NPs ZnO en el desarrollo de las
plantas, rendimiento y la acumulacion de compuestos bioactivos en los frutos de chile
habanero. El chile habanero (C. chinense), es un cultivo ampliamente distribuido en
América Latina, con una demanda creciente en los mercados mexicanos e
internacionales. La importancia econdmica de este cultivo se basa principalmente en
la utilizacion de sus frutos, ya que son una fuente importante de componentes
nutricionales que poseen una alta cantidad de vitaminas (A, C y E), pero sobre todo
por sus propiedades antioxidantes y quelantes al tener una alta acumulacion de
fenilpropanoides (compuestos fendlicos) y alcaloides (capsaicinoides) que pueden

ayudar a mantener una buena salud.

Por lo tanto, para mejorar nuestro conocimiento sobre el impacto de la

aplicacién de NPs ZnO en este cultivo (C. chinense), el proyecto de investigacion se
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llevo a cabo en tres etapas. La primer etapa, tuvo como objetivo evaluar los efectos
de las NPs ZnO en semillas de C. chinense a concentraciones entre 100 y 500 mg L™
en la germinacion y el vigor de las semillas, ademas de cuantificar la actividad de
enzimas antioxidantes como catalasas (CAT), peroxidasas (POD) y ascorbato
peroxidasas (APX). La segunda etapa, tuvo como obijetivo estudiar el impacto de las
NPs ZnO en concentraciones de 0, 100, 200 y 500 ppm en el crecimiento de las
plantulas, la acumulacion de biomasa y la biosintesis de compuestos fendlicos
(fenoles totales, flavonoides y taninos condensados) y la capacidad antioxidante

expresada en DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

En la tercera etapa, se realiz6 un estudio en invernadero que tuvo como
objetivo comparar las respuestas agrondmicas de las plantas de C. chinense a las
aplicaciones foliares de NPs ZnO y ZnSO, a concentraciones de 1000 y 2000 mg L™.
Las plantas se cultivaron hasta la madurez y durante el desarrollo del cultivo se
evaluaron parametros agrondmicos como el crecimiento de la planta, didmetro de
tallo y el contenido relativo de clorofila. En la cosecha, se evalu6 la acumulacién de
biomasa, el rendimiento y la cantidad de compuestos bioactivos de los frutos de chile
habananero, especificamente orientado a la cuantificacién por espectrofotometria de
compuestos fendlicos (polifenoles totales, flavonoides y taninos condensados) y la
capacidad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP). Ademas, con el uso de
cromatografia liguida HPLC-DAD se cuantific6 la acumulacion de alcaloides

(capsaicina y dihidrocapsaicina).
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Los resultados de la primera etapa, indicaron que a medida que los niveles de
NPs ZnO aumentaron en un rango de 100-400 mg L™, la germinacién y la biomasa
fresca se vieron afectadas positivamente. La biomasa maxima se alcanz6 a 400 mg
L, ya que excedi6 al control (0 mg L™) en un 114%. Por otra parte, los resultados del
analisis de las actividades enzimaticas antioxidantes mostraron que la actividad de
POD y CAT se incrementé en todas las concentraciones de 100 a 500 mg L™ con
NPs ZnO, mientras que la actividad de ascorbato peroxidasa (APX) se reduj6é a una

concentracién de 500 mg L™.

En la segunda etapa, los parametros morfolégicos evaluados, revelaron que
los tratamientos con NPs ZnO no afectaron significativamente el desarrollo de la
plumula, pero tenian un impacto significativo (p<0.01) en la longitud de la radicula.
Las suspensiones a 100, 200 y 500 ppm de NPs ZnO inhibieron el crecimiento de la
radicula de las plantulas y promovieron la acumulacién de compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante expresada como DPPH, como resultado de un efecto

fitotoxico en este tejido de la plantula.

En la tercera etapa, la aplicacion de NPs ZnO a 1000 mg L™ afectd
positivamente la altura de la planta, el didmetro del tallo, el contenido de clorofila, el
rendimiento del fruto y la acumulacion de biomasa en comparacion con los
tratamientos control y ZnSO,. Por el contrario, la aplicacion de NPs ZnO a 2000 mg
L' afectd negativamente el crecimiento de las plantas pero aumentd

significativamente el contenido de capsaicina en un 19.3%, la dihidrocapsaicina en
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un 10.9% y las Unidades Scoville en un 16.4%. Ademas, a 2000 NPs ZnO mg L™
también aumentd el contenido de fenoles totales y flavonoides totales (solubles +
ligados) en los frutos (14.50% y 26.9%, respectivamente), lo que resultd en una
mayor capacidad antioxidante en ABTS (2,2'azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6sulfonic acid)), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) y FRAP (poder antioxidante

reductor férrico) (15.4%, 31.8% y 20.5%, respectivamente).
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SUMMARY

Currently, the use of engineering nanoparticles (NPs) in agricultural practices
such as nanofertilizers and nanoplaguicides has attracted the attention of
researchers, since they represent an advance in fertilizer application and are one of
the most effective options for improvement of agricultural yield. NPs derived from iron,
copper, cerium, silver, zinc and titanium are used as important sources for the
preparation of fertilizers and pesticides. Among these types of NPs, zinc oxide
nanoparticles (ZnO NPs) are considered a biosafe material for application to
biological species, and are the fourth largest raw material in the nanotechnology
industry. Worldwide, it is estimated that around 34,000 tons of ZnO NPs are used per

year in all sectors of the economy.

In agriculture, the application of ZnO NPs can generate beneficial and also
harmful effects on plants and, their influence depends on the composition,
concentration, size and chemical properties of NPs, as well as the plant species. The
beneficial effect of ZnO NPs is attributed to the gradual release of Zn*" ions for a
prolonged period of time. On the other hand, at high concentrations it has been
shown that they can affect plant growth and generate oxidative stress through the

generation of reactive oxygen species (ROS), which results in changes in the activity
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of the antioxidant enzyme system and metabolites secondary, compounds

responsible for the neutralization of toxic free radicals.

However, to date there is no study reported in the literature that focuses its
efforts to study the effect of ZnO NPs on germination, plant growth and the activity of
the antioxidant enzymes and non-enzymatic antioxidant system (phenolic
compounds) in the crop of habanero pepper (Capsicum chinense). Due to the above
and specifically in this crop, there is a lack of information related to the impact of ZnO
NPs on plant development, yield and the accumulation of bioactive compounds in the

fruits of habanero pepper.

Habanero pepper (C. chinense), is a widely distributed crop in Latin America,
with a growing demand in mexican and international markets. The economic
importance of this crop is mainly based on the use of its fruits, since they are an
important source of nutritional components that have a large amount of vitamins (A, C
and E), but above all for their antioxidant and chelating properties with a high
accumulation of phenylpropanoids (phenolic compounds) and alkaloids

(capsaicinoids) that can help maintain good health.

Therefore, to improve our knowledge about the impact of the application of
ZnO NPs in this crop (C. chinense), the research project was carried out in three
stages. The first stage aimed to evaluate the effects of ZnO NPs in C. chinense seeds

at concentrations between 100 and 500 mg L™ in the germination and vigor of the
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seeds, in addition to quantifying the activity of antioxidant enzymes such as catalase
(CAT), peroxidases (POD) and ascorbate peroxidases (APX). The second stage, was
aimed at studying the impact of ZnO NPs at concentrations of 0, 100, 200 and 500
ppm in seedling growth, biomass accumulation and biosynthesis of phenolic
compounds (total phenols, flavonoids and condensed tannins) and the antioxidant

capacity expressed in DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

In the third stage, a greenhouse study was conducted that aimed to compare
the agronomic responses of C.chinense plants to the foliar applications of ZnO NPs
and ZnSO, at concentrations of 1000 and 2000 mg L™. Plants were grown until
maturity and during the development of the crop, agronomic parameters such as plant
growth, stem diameter and relative chlorophyll content were evaluated. In the harvest,
the biomass accumulation, yield and quantity of bioactive compounds of the fruits of
habananero pepper obtained were evaluated, specifically oriented to the
guantification by spectrophotometry of phenolic compounds (total polyphenols,
flavonoids and condensed tannins) and antioxidant capacity (DPPH, ABTS and
FRAP). In addition, with the use of HPLC-DAD liquid chromatography, the

accumulation of alkaloids (capsaicin and dihydrocapsaicin) were quantified.

Results of the first stage indicated that as the levels of ZnO NPs increased in a
range of 100-400 mg L™, germination and fresh biomass were positively affected. The
maximum biomass was reached at 400 mg L™, since it exceeded control (0 mg L™) by

114%; at a concentration of 500 mg L™, a small reduction was found in 9% compared
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to 400 mg L™ On the other hand, the results of the analysis of the antioxidant
enzymatic activities showed that the activity of POD and CAT was increased in all
concentrations from 100 to 500 mg L™ with ZnO NPs, while the ascorbate peroxidase

activity was reduced to a concentration of 500 mg L™.

In the second stage, the morphological parameters evaluated revealed that
treatments with ZnO NPs did not significantly affect the development of the plumule
but had a significant impact (p<0.01) on the length of the radicle. The suspensions at
100, 200 and 500 ppm of ZnO NPs inhibited the growth of the seedling radicle and
promoted the accumulation of phenolic compounds and the antioxidant capacity

expressed as DPPH, as a result of a phytotoxic effect on this tissue.

In the third stage, the application of ZnO NPs at 1000 mg L™ positively affected
plant height, stem diameter, chlorophyll content, fruit yield and biomass accumulation
compared to control treatments and ZnSQO,4. On the contrary, the application of ZnO
NPs at 2000 mg L™ negatively affected plant growth, but significantly increased the
capsaicin content by 19.3%, dihydrocapsaicin by 10.9% and Scoville units by 16.4%.
In addition, at 2000 mg L™ with ZnO NPs also increased the content of total phenols
and total flavonoids (soluble + bound) in fruits (14.50% and 26.9%, respectively),
which resulted in a higher antioxidant capacity in ABTS (2,2'azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6sulfonic acid))), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and

FRAP (ferric reducing antioxidant power) (15.4%, 31.8% and 20.5%, respectively).
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La nanotecnologia es considerada un campo de investigacion en crecimiento.
En las dltimas décadas, se ha presentado una expansion considerablemente rapida
en el uso de nanoparticulas de ingenieria (NPs) con una amplia gama de
aplicaciones (Marslin et al., 2017). Ademéas, en la Gltima década el impacto de las
NPs en los organismos vivos, especialmente en las plantas terrestres ha llamado
mucho la atencion (Rossi et al., 2019; Verma et al.,, 2018), debido a que los
agroquimicos que contienen NPs, proporcionan medios eficientes para distribuir
pesticidas y fertilizantes en forma controlada, considerando esto como un
procedimiento con alta especificidad del sitio para reducir el dafio colateral (Khan et

al., 2017).

Las NPs utilizadas en la agricultura tienen como objetivo mejorar la eficiencia y
sostenibilidad de las practicas agricolas utilizando menos insumos y, por lo tanto,
generar menos desperdicio que las practicas convencionales; sin embargo, el uso de
nano-agroquimicos no esta exento de riesgos y este tema esta recibiendo mayor
atencion (Coll et al., 2016; Pullagurala et al., 2018). Los estudios que abordan los
efectos de las NPs basadas en TiO,, CuO, Ag y ZnO en plantas comestibles,

muestran resultados diferentes y en ocasiones contrastantes (Raliya et al., 2015;



Pinedo-Guerrero et al., 2017; Cota-Ruiz et al., 2018; Akanbi-Gada et al., 2019; Rossi

et al., 2019).

Las nanoparticulas de oxido de zinc (NPs ZnO) son de patrticular interés, no
solo por su extenso uso en diversos productos de consumo incluyendo cosméticos,
recubrimientos, aplicaciones energéticas y medio ambientales (Pullagurala et al.,
2018), sino también, por qué estan siendo cada vez mas incorporadas en productos
agricolas (Singh et al., 2018). Por ejemplo, las NPs ZnO han sido investigadas como
ingrediente activo para insecticidas (Salem et al., 2015), por sus antimicoticos y
propiedades antibacterianas (Dimkpa et al., 2013), y como fertilizantes promotores
del crecimiento en plantas (Rossi et al., 2019), ya que el zinc (Zn) juega un papel
importante en las funciones de la planta, modifica los efectos de las auxinas a traves
de la regulacion de la sintesis de triptéfano y actia como cofactor en las enzimas
redox como la superoxido dismutasa y las deshidrogenasas (Narendhran et al.,

2016).

En este sentido, varios estudios han demostrado el potencial de las NPs ZnO
para mejorar el crecimiento y rendimiento de las plantas. Por ejemplo, un estudio
realizado por Awasthi et al. (2017), informaron que la aplicacion de NPs ZnO a 50 mg
L mejoré la germinacién de semillas y la biomasa vegetal en plantas de trigo
(Triticum aestivum). Por su parte, Rossi et al. (2019) indicaron que la aplicacion foliar
de NPs ZnO influyé positivamente en el crecimiento y la fisiologia de plantas de café

(Coffea arabica L.), con efectos mas favorables que las sales convencionales de Zn



(ZnS0O,), principalmente debido a su mayor capacidad para penetrar en la hoja. Otra
investigacion realizada en arboles de granada (Punica granatum cv. Ardestani)
demostré que la fertilizacion foliar, con cantidades relativamente bajas de
nanofertilizantes de Zn y B, incrementd el rendimiento y la calidad de los frutos,
incluyendo aumentos en los azlcares del jugo e incrementos en el indice de

madurez (Davarpanah et al., 2016).

Por el contrario, Lépez-Moreno et al. (2017) mostraron que en semillas de
maiz, la aplicacién de NPs ZnO a 400 mg kg™ afect6 la germinacion y el crecimiento
de la raiz y la plumula en 40 y 47 %, respectivamente. Lo anterior se debe, a que el
exceso de Zn en los tejidos vegetales tiene impactos toxicos directos, resultando en
clorosis o la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) que generan estrés
oxidativo (Akanbi-Gada et al., 2019), y pueden llegar a afectar el rendimiento y el
valor nutricional de las plantas (Asati et al., 2016; Garcia-Gémez et al., 2018).
Estudiar los efectos de las NPs en las plantas es importante dado que el destino y el
comportamiento de los nanomateriales en el medio ambiente aun carecen de

comprension.

La generacién de ERO inducida por la aplicacion de NPs a plantas, juega un
papel critico en el mecanismo de fitotoxicidad, debido a su alta reactividad y
propiedades oxidantes de las especies reactivas como el peroxido de hidrogeno
(H20,), radicales hidroxilo (OH-) y super oxido (O2) (Yang et al., 2017). En este caso,

las plantas que estan sometidas a estrés oxidativo causado por una gran



acumulacion de ERO, activan los sistemas de defensa antioxidantes, entre los
principales se encuentran los antioxidantes no enzimaticos (Singh et al., 2015),
incluidos los compuestos fendlicos, flavonoides y componentes enzimaticos como
catalasas (CAT), superoxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasas (APX) y

glutatién peroxidasas (POD) (Yang et al., 2017).

Los fenilpropanoides desempefian un papel destacado en los mecanismos de
desintoxicacion de ERO (Mahendra et al., 2008), como donadores de electrones en
las estructuras de organulos y pueden eliminar directamente las especies
moleculares de oxigeno activo, principalmente debido a sus propiedades redox
(Bhumi et al.,, 2014). Por su parte, el incremento en la actividad de enzimas
antioxidantes tiene como objetivo convertir el H,O, en agua y oxigeno,
proporcionando proteccion contra el dafio oxidativo (Garcia-Lopez et al., 2018).
Varios estudios han informado sobre el potencial de toxicidad de las NPs ZnO en
cultivos como la cebolla (Laware y Raskar, 2014), el guisante verde (Mukherjee et al.,

2016) y la espinaca (Singh et al., 2017).

El chile habanero (C. chinense) es un cultivo con una demanda creciente en
los mercados mexicanos e internacionales y su importancia econdémica se basa
principalmente en la utilizacion de sus frutos, ya que son una fuente importante de
componentes nutricionales que poseen una alta cantidad de vitaminas (A, C y E),
pero sobre todo por sus propiedades antioxidantes y quelantes al tener una alta

acumulacion de fenilpropanoides (compuestos fendlicos) y capsaicinoides (Castro-



Concha et al., 2014). Sin embargo, a pesar de que C. chinense es un cultivo de gran
importancia econdmica, ningun estudio ha abordado especificamente los efectos de
las NPs ZnO (tamafo de particulas <100 nm), sobre la fisiologia de semillas, el
crecimiento de las plantas, frutos y las modulaciones bioquimicas en las cuales estan
involucrados los sistema enzimaticos antioxidantes (CAT, POD, APX) y la biosintesis
de diferentes tipos de metabolitos secundarios (fenoles, flavonoides y taninos

condensados).

En resumen, la informacion en la literatura sobre los efectos de las NPs ZnO
en este cultivo es inexistente, por lo tanto, este trabajo de investigacion tiene como
objetivo definir las respuestas agrondémicas y bioquimicas inducidas por NPs ZnO en

semillas, plantas y frutos de C. Chinense.

1.1Hipétesis general
La aplicacion de suspensiones con NPs ZnO a semillas y plantas de C. chinense
tiene efectos en la germinacion, desarrollo de plantulas, crecimiento de plantas y
estimula la actividad enzimatica antioxidante (CAT, POD y APX) y el nivel de
antioxidantes no enzimaticos (fenoles, flavonoides y taninos condensados) de los

tejidos de plantas y frutos.



1.1.1 Hipéstesis especificas

La aplicacion de suspensiones con NPs ZnO a las semillas de C.
chinense, afecta el vigor, crecimiento de las plantulas y la actividad de

enzimas antioxidantes como CAT, APX y POD (Capitulo 2).

Las NPs ZnO alteran la biosintesis de compuestos fendlicos (fenoles
totales, flavonoides y taninos condensados) y la capacidad de
antioxidantes del radical DPPH de los brotes de C. chinense, e inhiben

el desarrollo de las plantulas (Capitulo 3).

La aplicaciéon foliar de NPs ZnO y ZnSO, afectan el crecimiento y
rendimiento de la planta de C. chinense, ademas de la acumulacién de
compuestos bioactivos (capsaicinoides y fenoles) en los frutos
obtenidos de la plantas sometidas a compuestos basados en Zn

(Capitulo 4).

1.2 Objetivo general

Evaluar el impacto de la aplicacion de suspensiones con NPs ZnO en diferentes

etapas del desarrollo fenologico de C. chinese (semilla, desarrollo de plantulas y

crecimiento de plantas), y determinar la actividad del sistema enzimatico antioxidante

(CAT, POD y APX) vy, la concentracion de metabolitos secundarios no enzimaticos

(fenoles, flavonoides y taninos condensados) en plantas y frutos.



1.2.1 Objetivos especificos

Determinar los efectos de las NPs ZnO en la germinacién de semillas,
el crecimiento de las plantulas y la actividad de enzimas antioxidantes

de Capsicum chinense (Capitulo 2).

Evaluar los efectos de las NPs ZnO en la germinacion de semillas, el
crecimiento de las plantulas, la biosintesis de compuestos fendlicos
(fenoles totales, flavonoides y taninos condensados), y la capacidad
antioxidante del DPPH de los extractos de plantulas expuestas a NPs

ZnO (Capitulo 3).

Comparar las respuestas de crecimiento de las plantas de chile
habanero a las aplicaciones foliares de ZnSO, y NPs ZnO, y analizar la
calidad y la acumulacion de compuestos bioactivos en los frutos
obtenidos de plantas sometidas a compuestos basados en Zn (Capitulo

4).

Por lo tanto, para cumplir con el objetivo general de esta investigacion evaluamos el

impacto de la aplicacion de suspensiones con NPs ZnO en diferentes etapas del

desarrollo fenologico de C. chinese (semilla, desarrollo de plantulas y crecimiento de

plantas). En la primera etapa, determinamos los efectos de las NPs ZnO en el

crecimiento de plantulas de C. chinense y la actividad de enzimas antioxidantes

(capitulo 2). En la segunda etapa, se evalué el impacto de las NPs ZnO en el



contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de Capsicum annum
durante la germinaciéon (capitulo 3). En la dltima etapa, se determiné el efecto de la
aplicacion folar de NPs ZnO y ZnSO, en el crecimiento y rendimiento de las plantas
de C. chinense, ademas de cuantificar la acumulacion de compuestos bioactivos y la
capacidad antioxidante de los frutos (capitulo 4). Por lo qué, consideramos que los
resultados de esta investigacion contribuyen a la informacion cientifica relacionada
con las interacciones del sistema NPs ZnO-planta, y puede emplearse como un

patrén de referencia para la produccion de chile habanero.



CAPITULO 2: EFECTOS DE LAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC EN EL
CRECIMIENTO Y ENZIMAS ANTIOXIDANTES DE Capsicum chinense
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2.1 Resumen

Los efectos de las suspensiones de nanoparticulas de oOxido de zinc a
concentraciones entre 100 y 500 mg L™ sobre la germinacién de semillas de
Capsicum chinense y el vigor de las plantulas se evaluaron mediante un disefio
completo aleatorizado con cuatro repeticiones, lo que resulté en un aumento de la
germinacion y un mejor desarrollo de las longitudes de plumula y radicula. Las
actividades de peroxidasas, catalasas y ascorbato peroxidasas fueron determinadas,

lo que demostré que a todas las concentraciones las actividades de las dos primeras
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enzimas aumentaron, mientras que la actividad de la ultima enzima se redujé a 500
mg L. Los pretratamientos de semillas con nanoparticulas de ZnO pueden mejorar
la germinacion y el desarrollo de las plantulas y las actividades de las enzimas

antioxidantes.

2.2 Introduccion

Los nanomateriales tienen un gran potencial para modificar las practicas agricolas
convencionales. Las nanoparticulas derivadas de hierro, cobre, plata y zinc se
utilizan como fertilizantes (Liu y Lal, 2015) o pesticidas (Grillo et al., 2016). Las
nanoparticulas de oxido de zinc (NPs ZnO) demostraron influir en la anatomia,
bioguimica y fisiologia de las plantas (Zafar et al., 2016). Ademas, algunos autores
mencionan que las NPs ZnO son agentes antimicéticos que controlan la infeccién y
la propagaciéon de hongos fitopatdgenos como Penicillium expansum, Bortrytis
cinerea, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus y Fusarium

culmorum (Devipriya y Roopan, 2017; Hao et al., 2017).

También, se ha demostrado que las NPs ZnO aumentan las tasas de germinacion de
semillas (Rawat et al., 2018) y promueven el crecimiento de plumulas y radiculas, asi
como la acumulacion de biomasa de las plantas (Janmohammadi y Sabaghnia 2015;
Razzaqg et al. 2015). Probablemente, debido a su naturaleza como micronutriente
esencial, el zinc juega un papel importante en el funcionamiento de la planta, como

en la regulacion de las auxinas por medio de la sintesis de triptofano y al ser un
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cofactor en las enzimas redox como superoxido dismutasa y deshidrogenasas

(Narendhran et al., 2016).

Venkatachalam et al. (2017), también demostraron la mejora del crecimiento con la
aplicacion de NPs ZnO en plantas de algodon (Gossypium hirsutum L.). De manera
similar, Elizabath et al. (2017) verificaron que las NPs ZnO estimularon algunos
atributos de rendimiento como el numero de flores y frutos; sin embargo, otros
metales como las nanoparticulas de 6éxido de cobre a 1000 mg L™ indujeron una
inhibicion significativa en la germinacion de semillas y el crecimiento de plantulas de
Vigna radiata (Singh et al., 2017). Las nanoparticulas metélicas adicionales como el
oxido férrico (Fe,O3) y el 6xido de titanio (TiO,) también inhibieron la germinacion de
las semillas de Oryza sativa (Hao et al., 2016). Asimismo, Priester et al. (2012)
detectaron disminucion en el crecimiento y rendimiento de las plantas de Glycine

max expuestas a NPs CeO..

Como resultado, los hallazgos de diferentes investigadores sugieren efectos positivos
y negativos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas por parte de las NPs, y
parece que su influencia en las plantas depende de la composicion, concentracion,
tamafio, propiedades fisicas y quimicas de las NPs, asi como de la especie (Siddiqui
et al. 2015). Los efectos positivos de las NPs en las plantas son el resultado de que
los materiales aplicados a nanoescala modifican sus caracteristicas fisicas, quimicas
y biologicas, asi como sus propiedades cataliticas, que a su vez impactan en la

fisiologia y bioquimica de las plantas.
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Las NPs mejoran la capacidad de las plantas para absorber y utilizar agua y
fertilizantes, junto con la estimulacion de los sistemas antioxidantes (Qados, 2015).
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue investigar los efectos de las NPs ZnO en
la germinacidon de semillas, el crecimiento de las plantulas y las enzimas
antioxidantes de Capsicum chinense, ya que el chile habanero es un cultivo
importante con una demanda creciente en los mercados mexicanos e internacionales
y por qué, a pesar de su creciente importancia, no se ha realizado ninguna

investigacion sobre las respuestas de C. chinense a las NPs ZnO.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Material genético

La variedad de C. chinense utilizada fue Chichen Itza (Seminis, St. Louis, MO, USA),
es una planta vigorosa y de maduracion temprana que puede cultivarse hasta dos
semanas antes que otras variedades. Los frutos tienen tres loculos y un atractivo
color naranja, que se caracterizan por su alto grado de pugnecencia con 10,500
unidades de picor Scoville cuando estan fresco y hasta 200,000 cuando estan en

SEeCo.
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2.3.2 Caracterizacion de nanoparticulas

Las NPs ZnO utlizadas en este trabajo se adquirieron de Materiales
Nanoestructurados y Amorfos Inc. (Houston, TX, USA). La morfologia y
microestructura de las muestras se examinaron mediante microscopia electronica de
transmision convencional y de alta resolucion (TEM y HRTEM) y difraccion de
electrones de area seleccionada (SAED) usando un microscopio (FEI-TITAN 80—
300kV, Fisher Scientific, Hillsboro, OR, USA), operado a una tensién de aceleracion
de 300 kV. Las micrografias TEM y HRTEM se procesaron por medio del software de
transformacién rapida de Fourier (Digital Micrograph 3.7.0, Gatan Software,

Pleasanton, CA, USA).

2.3.3 Tratamientos

Las NPs ZnO se prepararon en suspesiones con un tamafio de 18 £ 8 nm. La
concentracion inicial fue de 2000 mg L™, preparada en agua desionizada estéril y
dispersada con un sonicador de sonda (Q500-110, Qsonica, Newtown, CT, USA),
durante 25 min. La suspension se diluyo y se usaron muestras de 100, 200, 300, 400
y 500 mg L. El tiempo de dispersién y las concentraciones se estandarizaron

mediante un experimento preliminar.
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2.3.4 Germinaciéon de semillas y crecimiento de plantulas

Las semillas se contaron en lotes de 100 por tratamiento, se usaron pinzas de
diseccion para colocar las semillas en recipientes de tereftalato de polietileno de 15
cm y 20 cm sobre dos capas de papel de filtro (Whatman, diametro 90 mm). Los
tratamientos utilizados fueron los siguientes: 100 mg L™ (T2), 200 mg L™ (T3), 300
mg L™ (T4), 400 mg L™ (T5) y 500 mg L™ (T6) de suspensiones con NPs ZnO. Las
semillas de control (T1) se trataron con agua destilada. Los tratamientos se aplicaron
una vez durante la etapa de imbibicion con una pipeta (PIPETMAN Classic 1-10mL,
Gilson, Middleton, WI, EE. UU.). Se agregaron diez mililitros de suspensién de NPs
ZnO a las concentraciones mencionadas anteriormente para cada tratamiento. Las
semillas se colocaron durante 72 h en una camara de prueba (Equitec EGCS 3S, 301
3SHR, Equitek, Guadalajara, M exico) a 25 °C + 2 °C con un fotoperiodo de 16 h de

luz y 8 h de oscuridad.

Una vez que se completé el periodo de imbibicién de la semilla, se plantaron cuatro
réplicas de 25 semillas por tratamiento en papel Anchor (Seedburo Equipment
Company, Hidalgo, TX, USA). El papel de Anchor se humedecié con agua destilada,
luego se colocaron 25 semillas horizontalmente sobre el papel, cuidando que el
embrion de semillas se ubicara hacia abajo; luego se humedecio otro papel del
mismo tamafo para cubrir las semillas. Posteriormente, se plegaron en un rollo de 4
cm de ancho, se colocaron en cestas de tereftalato de polietileno de 20 cm de ancho

y 45 cm de alto, y se volvieron a colocar en la camara de prueba durante 14 dias. El
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bioensayo se desarroll6 de acuerdo con las normas ISTA (2004). El vigor (V%) se
determind como porcentaje de plantulas normales del numero total de plantulas, y la
tasa de germinacion (G%), como porcentaje de semillas germinadas del nUmero total
de semillas, registrado 7 y 14 dias después de la siembra; La biomasa fresca por

plantula se determin6 después de los 14 dias (Corral-Diaz et al., 2014).

Las plantulas normales fueron aquellas que tenian raiz y plimula, cada una de ellas
con un desarrollo total de 2.0 cm. La longitud de la plumula se midid desde la
interseccion raiz-hipocotilo hasta la base del cotiledén, mientras que la longitud de la
radicula se midi6 desde la base del hipocotilo hasta el apice de la radicula. La
biomasa fresca de las plantulas normales se determindé al final del bioensayo con una

balanza analitica.

2.3.5 Actividad enziméatica

Al final del bioensayo, las plantulas fueron colocadas en bolsas de polietilo y
congeladas con nitrégeno liquido. Las muestras fueron procesadas para determinar
la actividad de peroxidasas (POD), ascorbato peroxidasas (APX) y catalasas (CAT).
Por lo tanto, se utilizaron 200 mg de tejido (plumula y radicula) para obtener el
extracto proteico segun Elavarthi y Martin (2010). En un mortero precongelado, el
tejido se macero con nitrogeno liquido afiadiendo polivinilpirrolidona al 0.1%, las
muestras se recogieron en microtubos de centrifugacion y 1 mL de tampdén de

extraccion (tampon de fosfato 100 mmol L™, pH 7, suplementado con EDTA 0.1 mmol
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L") se agregd a cada muestra. Las mezclas se centrifugaron a 1200 rpm durante 5

min a 4 °C. Los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C.

2.3.6 Actividad de POD

La actividad de POD se determiné de acuerdo con Kwak et al. (1995) usando
pirogalol como sustrato. El volumen de reacciéon fue de 3 mL que contenia 15 pL del
extracto de proteina, 2.5 mL de tampén fosfato (pH 8, 100 mmol L™), 320 pL de
pirogalol al 5% y se hizo reaccionar con 165 pL de H,O, a 0.147 mmol L™ (Sigma
Aldrich, St Louis, MO, USA). La reaccion se inici6 mediante la adiciéon de H,0, y el
aumento de la absorbancia se midié a 420 nm cada 20 segundos durante 1 min. Una
unidad de actividad de POD se define como 1.0 mg de purpurogallina formada en 20

sapH6ae=266mM*cm™

2.3.7 Actividad de APX

La actividad APX se determin6 como se describe por Nakano y Asada (1981);
después de la disminucién de la absorbancia a 290 nm debido a la oxidacién del
ascorbato. La mezcla de reaccion consistio en 15 L de extracto de proteina, 885 pL
de tampén fosfato (pH 7, 50 mmol L™?), 50 pL de &cido ascérbico a 10 mmol L y
reaccioné con 50 pL a 10 mmol L™ de H,0,. La actividad APX se expresé como la
cantidad de proteina que produce 1 mmol de ascorbato oxidado por minuto (e = 2.8

mM™* cm™).
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2.3.8 Actividad de CAT

La descomposicion de H,O, se midi6é por la disminucién de la absorbancia a 240 nm
segun Elavarthi y Martin (2010). La mezcla de reaccion consistio en 15 pL de
extracto de proteina, 965 pL de tampén fosfato (pH 7, 50 mmol L™) y reaccioné con
20 pL de 0.5 mmol L™ de H,O, en un volumen de reaccién de 1 mL (¢ = 0.04 uM™

cm™).

2.3.9 Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con seis tratamientos y
cuatro repeticiones; el modelo lineal general fue Y = u + a; + e, donde la variable de
respuesta es Yj, U el promedio general, a; el efecto de las concentraciones de NPs
ZnO y ej el error experimental. La unidad experimental consistié en un rollo de papel

Anchor que contenia 25 semillas de chile habanero.

Las evaluaciones de los datos se determinaron mediante andlisis de varianza y la
comparacién promedio de los tratamientos mediante la prueba de Tukey (p<0.05)
(SPSS Statistics, 21 Version). Para evaluar las posibles tendencias lineales (L)
cuadraticas (Q) o cubicas (C) de cada variable y tratamiento, se realiz6 un analisis
polinomial ortogonal. En el analisis de polinomios ortogonales, las tendencias L, Q y

C se consideraron significativas a un nivel de p<0.05.
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2.4 Resultados y discusion

2.4.1 Caracterizacion de NPs ZnO

En la imagen TEM de la muestra de ZnO NPs (Figura 1 (a)), se puede identificar la
morfologia cuasi esférica de las NPs que aparecen dispersas en la rejilla del
microscopio. En la Figura 1 (b), se muestra una imagen TEM representativa de una
NP; se pueden observar franjas de celosia con una separacién de 2.81 A,
correspondiente a los planos de celosia {100} de la estructura hexagonal de ZnO. La
Figura 1 (c) muestra la distribucion de tamafios de las NP obtenidas midiendo mas

de 300 particulas.

12 1% 20 24 3 32

Diameter {nm})

Figura 1. Las micrografias de NPs ZnO: imagen tipica de TEM (a) y HRTEM (b)
Distribucién del tamafio de NPs (c). El patrén SAED tipico para el area observada en
el panel (a,d), 5 1/nm corresponde al vector de red real y el espacio reciproco.

La mayoria de las particulas (75%) tenian didmetros de 12-24 nm, y el 30%

mostraban tamafos mayores de 12 nm y menores de 20 nm. La Figura 1 (d), es un
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patron SAED de las muestra de ZnO, con anillos irregulares asociados con los

planos (100), (002), (102) y (110) de la estructura cristalina del 6xido de zinc.

2.4.2 Efecto de las NPs ZnO sobre la germinacion y el vigor de las semillas

En la Figura 2, se muestran los efectos de las NPs ZnO en variables asociadas con
la calidad fisiologica de las semillas. Para el vigor, se puede observar una tendencia
lineal creciente (p<0.01); a medida que aumentaron las concentraciones de NPs

ZnO, el vigor de la semilla mejoré (Figura 2 (a)).
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Figura 2. Dependencia de la concentracién de NPs ZnO y analisis de polinomios
ortogonales para V%, G % y biomasa fresca (mg).
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El aumento mas fuerte se encontré a una concentraciéon de 500 mg L™, excediendo
al tratamiento control (0 mg L) en un 126%. Con respecto a la germinacion y la
biomasa fresca, se observan diferencias significativas (p<0.01) y tendencias
cuadréticas (p<0.01). Es importante tener en cuenta que, a medida que los niveles de
NPs ZnO aumentaron en un rango de 100-400 mg L ?, la biomasa fresca se vio
afectada positivamente (Figura 2 (b)). La biomasa maxima se alcanzé a 400 mg L™,
ya que excedio el control (0 mg L™) en un 114%; a una concentracién de 500 mg L™ ?,

se encontré una pequefia reduccién en un 9% en comparacién con 400 mg L™,

El crecimiento de las plantulas present6é una tendencia similar; a concentraciones de
100, 200 y 300 mg L™ hubo un aumento (Figura 2 (c)); el mayor crecimiento se
alcanzé con 300 mg L™, excediendo el tratamiento de control (0 mg L™) en un 250%.
Sin embargo, a 400 y 500 mg L™, hubo una ligera disminucién (7% y 11%,
respectivamente), en comparacion con el tratamiento de 300 mg L™, en el que se
observo el mayor efecto. Burman et al. (2013) informaron resultados anélogos, ya
gue la respuesta maxima con respecto al peso seco del brote se observé en
plantulas de garbanzo tratadas con 1.5 mg L™ de NPs ZnO, mientras que a 10 mg L™
las NPs ejercieron efectos opuestos en el crecimiento de la raiz. Esto también ha
sido informado por Rameshraddy et al. (2017), quienes mostraron que la germinacion
y el crecimiento de las plantulas se estimulan a bajas concentraciones de NPs ZnO,
mientras que las altas concentraciones pueden ser fitotoxicas. En el presente
estudio, hubo una respuesta clara de las semillas de chile habanero a los

tratamientos con NPs ZnO; se detecto un fuerte efecto en algunos rasgos fisioldgicos
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y bioguimicos. En la Figura 3, se muestran los efectos de las concentraciones de

NPs ZnO sobre el vigor y el crecimiento de las plantulas.

l
[100mg L |

Figura 3. Longitud de plumula y radicula de plantulas de C. chinense debido al efecto
de cinco concentraciones de NPs ZnO.

Pandey et al. (2010) y Prasad et al. (2012), informaron previamente el efecto
alentador de las NPs ZnO sobre la germinacién en semillas de garbanzo y mani. La
razén aparente del efecto estimulante sobre la germinacion es la penetracion de las
NPs en las semillas, lo que permite la imbibicion de Zn, agua y micronutrientes,
acelerando la movilizacion de reservas que apoyan las primeras etapas del proceso
de germinacion (Lin y Xing, 2007). La presencia de NPs ZnO durante la germinacion
conduce a la biosintesis de hormonas, especialmente a las auxinas y giberelinas,
que promueven la movilizacién de reservas de las semillas, lo que resulta en
plantulas con mayor longitud, asi como la promocion del crecimiento y el rendimiento

(El-Kereti et al., 2013).
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Krishna y Natarajan (2014), sugirieron que los efectos beneficiosos de las NPs ZnO
podrian atribuirse a una mayor activacion de enzimas como la amilasa a y 8 que son
responsables de las reacciones metabdlicas en la etapa de germinacion. Ademas, el
nivel de acido acético indol en las raices y los brotes podria aumentarse, lo que a su
vez aumenta el vigor de la germinacion y el crecimiento de las plantulas. Por lo tanto,
la mejora de los caracteres asociados con la calidad fisiologica de las semillas se
atribuye al hecho de que las NPs metalicas inducen reacciones de fotoesterilizacion y
fotogeneracion de ROS como aniones de superoxido e hidréxido que a su vez
estimulan la penetracion de iones y promueven la absorcion de agua y oxigeno,
necesaria para una mayor velocidad de germinacion (Gokak y Taranath, 2015). Por
otro lado, Hatami et al. (2014) declararon que la aplicacion de NPs TiO, estimul6 la
germinacion de plantas medicinales y aromaticas, pero esta respuesta dependia de

la concentracion con NPs y el genotipo de la planta.

Almutairi y Alharbi (2015), sefialaron que el uso de nanomateriales estd aumentando
debido a su impacto positivo en diferentes sectores, incluida la agricultura. Cuando
utilizaron NPs AG, se facilité la aparicion de plantas de Zea mays, Citrullus lanatus y
Cucurbita pepo. El crecimiento y el rendimiento mejorados en algunos cultivos
pueden estar relacionados con el valor nutricional de las NPs, especialmente para los

micronutrientes esenciales para el crecimiento y la defensa (Servin et al., 2015).
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2.4.3 Longitud de plumulay radicula

Los NPs ZnO influyeron positivamente en la longitud de la plumula (Figura 4 (a)),
alcanzando 4.5 cm a 300 mg L™, excediendo las plantulas del control en 3.4 cm, o
25%. A 400 y 500 mg L*, las longitudes de las plumulas fueron 4.3 cm o 4.5% mas
cortas que a 300 mg L™. La estimacion del punto méaximo para la funcién del modelo
cuadratico fue 310 mg L™. La tendencia fue similar para el crecimiento de radicula,
mostrando también un efecto cuadratico (Figura 4 (b)). El crecimiento de las
radiculas aumenté hasta 300 mg L™ de NPs ZnO, alcanzando 4 cm por encima del
control (3.4 cm) en un 17%; mientras que a 400 y 500 mg L™ disminuy6 en un 5%y
7% en comparacién con 300 mg L™, el maximo estimado utilizando un modelo

cuadratico (Figura 4).
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Figura 4. Regresion cuadratica lineal para las variables longitud de plumula y radicula
de las plantulas de C. chinense.

Es conocido, que las NPs ZnO promueven el crecimiento de plantulas y plantas
(Siddiqui et al., 2015). Prasad et al. (2012), mostraron que el tratamiento con NPs
NPs ZnO a 1000 mg L™ mejoré las propiedades fisiolégicas y bioquimicas en las

semillas de mani, lo que resultd en un aumento del vigor, asi como en el
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alargamiento de raices y tallos, en contraste con el trabajo actual en el que la mayor
concentracion de NPs ZnO afectdé negativamente las longitudes de las radiculas.
Este resultado esta en linea con informes anteriores; por ejemplo, Boonyanitipong et
al. (2011) declararon que a 500 mg L™ de NPs ZnO inhibieron el alargamiento de las
raices de las plantulas de Oryza sativa. De manera similar, el efecto de las NPs ZnO
en las plantulas de Allium cepa reveld que el desarrollo de las plantulas aumenté en
concentraciones de 10 a 20 pug mL* de NPs ZnO, disminuyendo en las
concentraciones de 30 y 40 ug mL™, lo que sugiere efectos fitotoxicos (Raskar y
Laware, 2014). Ademas, Lin y Xing (2007) demostraron que 2000 mg L™ impidieron
el crecimiento de las raices en las plantulas de Raphanus sativus y Lolium perenne,
notando que esto ocurrio durante la incubacion de las semillas y no durante el

periodo de imbibicion.

En estudios realizados por Narendhran et al. (2016) declararon que la aplicacion de
NPs ZnO extendi6 la longitud de las raices de Sesamum indicum a 0.1, 0.25y 0.5 mg
L, y en concentraciones de 1.0 y 2.0 mg L™, describen una disminucién. Sin
embargo, es dificil establecer un modelo de respuesta de los efectos de NPs ZnO en
la fisiologia de las plantas, ya que el efecto depende de la especie y la concentracion
(Lin y Xing, 2007; Arruda et al., 2015). Nuestros resultados sugieren que las bajas
concentraciones de NPs ZnO (100-300 mg L™) indujeron el crecimiento de la
plantula y la radicula, mientras que las concentraciones mas altas (400-500 mg L™)

inhiben el crecimiento de las plantulas (Figura 3).
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2.4.4 Actividad enzimatica antioxidante

Las actividades enzimaticas antioxidantes se analizaron para determinar los posibles
efectos fitotoxicos de las NPs ZnO. En comparacion con el control, todos los
tratamientos con NPs ZnO implicaron un aumento significativo (p<0.05) en la

actividad de POD (Figura 5 (a)).

La mayor actividad se detecté a la concentracion de 400 mg L™ (4.7 + 0.5 U; mL™),
siendo 2.3 veces 0 135% mayor que el control (2.0 + 0.4 U; mL™). Esto sugiere que
las NPs ZnO estimularon el sistema de defensa antioxidante, siendo el primer efecto
toxico detectado cuando los NPs ingresan en semillas y plantas (Lopez-Moreno et
al., 2010; Ghosh et al., 2016). Demanera similar, Dimpka et al. (2012) notaron que la
aplicacion de 500 mg L™ a Triticum aestivum aumentd la actividad de POD. Esta
enzima es parte del sistema de defensa antioxidante, convirtiendo H,O, en agua y
oxigeno, proporcionando proteccion contra el dafio oxidativo (Manke et al., 2013;

Chang et al., 2012).
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Figura 5. Actividad de las enzimas antioxidante en plantulas de C. chinense tratadas
con NPs ZnO. (a) actividad de peroxidasa (POD), (b) actividad de ascorbato de
peroxidasa (APX), (c) actividad de catalasa (CAT). T1=0mgL™*, T2=100mg L™; T3
=200 mg L™?; T4 =300 mg L™; T5 = 400 mg L™; T6 = 500 mg L™. Los valores son
promedios de cuatro repeticiones (n = 4), las barras representan el error estandar de
la media, diferentes letras son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).
El aumento en las actividades APX y CAT (Figura 5 (b, c)) fue similar al de POD. Los
NPs ZnO produjeron un aumento dependiente de la concentracion en la actividad
APX en las plantulas de C. chinense; a una concentracién de 400 mg L™ se encontré
un aumento de cuatro veces o 300% (0.45 + 0.02 U; mL™) en comparacién con el
control (0.11 + 0.05U; mL™) y, a 500 mg L™ la actividad de APX disminuy6 a 0.31 +
0.05 Uy mL™. La actividad de CAT (Figura 5 (c)) a 500 mg L™ de NPs ZnO, obtuvo el

valor maximo (0.18 + 0.01 U; mL™), superando en 6.4 veces (544%) en relacién con

el control (0.003 + 0.0001 U; mL™).
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A medida que aumenta la cantidad de ROS, la actividad de APX se redujo.
Curiosamente, en las mismas circunstancias, la actividad de la enzima CAT
aumento, lo que probablemente indica que el sistema de enzimas antioxidantes se
estd adaptando para contrarrestar la produccion excesiva de ROS. Como se
demostré anteriormente, cuando la concentracion celular de ROS aumenta debido al
estrés biotico y abiodtico, el equilibrio de los sistemas de defensa antioxidante en las
plantas se puede inhibir o modular para evitar el estrés oxidativo que causa la
peroxidacion lipidica, la oxidacion de proteinas y la inhibicion de las enzimas

antioxidantes (Sharma et al., 2012; Prakash y Chung, 2016).

2.5 Conclusiones

En este trabajo, todos los tratamientos con NPs ZnO tuvieron un efecto promotor en
la germinacion, asi como en el vigor de las semillas y el crecimiento de las plantulas,
por lo tanto, tienen un gran potencial para mejorar la agricultura como
nanofertilizantes. El aumento de NPs ZnO en un rango de 0 a 300 mg L™, mejor6 el
desarrollo de plimula y radicula, mientras que a 400 y 500 mg L™, presenté una
disminucién en ambos tejidos. Como resultado, las altas concentraciones de NPs
ZnO podrian ser toxicas para el crecimiento de las plantas de chile habanero. Los
resultados también mostraron que al aumentar las concentraciones de NPs ZnO
hubo un aumento significativo en la actividad de las enzimas antioxidantes, como

POD, APX y CAT, asociadas con el estrés oxidativo. Estos resultados contribuyen a
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explicar el efecto de las NPS ZnO sobre la germinacion y el vigor de las semillas,

ademas de los posibles efectos fitotoxicos en las plantulas.
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3.1 Resumen

En esta investigacion se determinaron los efectos de las nanoparticulas de 6xido de
zinc sobre la germinacion de semillas y el crecimiento de plantulas de Capsicum
annuum L. También, se determiné el contenido de fenoles totales, flavonoides totales
y taninos condensados, asi como la capacidad antioxidante del 2,2-difenil-1-

picrylhydrazyl (DPPH). Los resultados indicaron que los tratamientos con
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nanoparticulas de oxido de zinc (NPs ZnO) mejoraron la tasa de germinacion de las
semillas durante los primeros siete dias. La germinacion del vigor de la semilla
aumento en 123.5%, 129.4% y 94.1% con suspensiones de NPs ZnO a 100, 200 y
500 ppm, respectivamente. Los parametros morfologicos probados revelaron que los
tratamientos con NPs ZnO no afectaban significativamente el desarrollo de la
plumula, pero tenian un impacto significativo (p<0.01) en la longitud de la radicula.
Las suspensiones a 100, 200 y 500 ppm de NPs ZnO inhibieron el crecimiento de la
radicula de las plantulas y promovieron la acumulaciéon de compuestos fendlicos, con
un efecto un fitotdxico en este 6rgano. Los resultados sugirieron que las NPs ZnO
influyeron en el vigor de las semillas, desarrollo de las plantulas y promueven la

acumulacion de compuestos fendlicos deseables en la radicula.

3.2 Introduccidn

La nanotecnologia ha llamado la atencién de los investigadores en los ultimos afos.
El término "nanotecnologia” puede definirse como el disefio, sintesis, manipulacion y
aplicacion de agregados atbmicos o moleculares con una dimension entre 1 y 100
nm (Hajra et al.,, 2017). La metodologia y el procesamiento de ingenieria que
producen nanoparticulas metalicas (NPs) alteran sus propiedades fisicas y quimicas,
asi como su reactividad, debido a su pequefio tamafio y alta relacion de volumen
superficial (Anusuya et al., 2016). Esta nueva tecnologia de nanomateriales se ha
aplicado a las practicas agricolas modernas, con el uso de pesticidas sintéticos y

fertilizantes en la nueva revolucién verde (Lira-Saldivar et al., 2018). .
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En consecuencia, se ha desarrollo una variedad de NPs basadas en metales como el
hierro (Fe), cobre (Cu), plata (Ag), zinc (Zn) y polimeros de 6xido de metal como el
oxido de zinc (ZnO) y el dioxido de titanio (TiO,) para usos agricolas como
nanofertilizantes (Liu y Lal, 2015). Dado que el ZnO desempefia un papel vital en las
respuestas fisioldgicas y anatomicas, las nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs ZnO)
se utilizan principalmente en aplicaciones agricolas (Agarwal et al., 2017). ElI ZnO
participa en la regulacién del metabolismo hormonal: modifica los niveles de auxina a
través de la biosintesis de triptéfano y es esencial para la activacion de varias
enzimas, como la superéxido dismutasa y las deshidrogenasas (Narendhran et al.,

2016).

Las NPs ZnO podrian aplicarse potencialmente como agentes bacteriostaticos para
controlar la propagacion y la infeccion de patégenos (Raskar y Laware, 2014), asi
como para mejorar la germinacién de las semillas, el indice de vigor de las plantulas,
la longitud de la plumula y la radicula (Singh et al., 2016). En los ultimos afios, se ha
confirmado la accion promotora en la germinacién de semillas en diversas especies
con la aplicacion de NPs ZnO (Zafar et al., 2016). Sin embargo, algunos autores han
informado sobre los efectos fitotoxicos de las NPs ZnO (Burman et al., 2013). La
fitotoxicidad es una preocupacion principal en la aplicacion de nanomateriales
durante la germinacion de semillas y el crecimiento de las plantulas (Yang et al.,
2015), debido a que la germinacion de semillas es particularmente sensible a las

condiciones de estrés. La aplicacion de NPs ZnO, como nanofertilizantes puede
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producir cambios toxicos en la actividad biolégica como la produccion de especies

reactivas de oxigeno (ERO) (Xiang et al., 2015).

Las NPs inducen estrés oxidativo en los tejidos, lo que puede desencadenar su
metabolismo y dar como resultado una mayor produccion de metabolitos secundarios
y una mejor actividad antioxidante (VecCefova et al., 2016). Estos fitoquimicos son
responsables de la neutralizacion de los radicales libres toxicos y la prevencion de
reacciones de oxidacion excesiva (Franklin et al., 2009). Sin embargo, el mecanismo
de fitotoxicidad de las NPs ZnO durante la germinacién y el crecimiento de las

plantulas no se ha establecido (Marslin et al., 2017).

Pruebas recientes sobre la germinacion de semillas y el crecimiento de plantas
tratadas con diferentes tipos y concentraciones de NPs han demostrado su posible
fitotoxicidad a corto plazo (Awasthi et al., 2017). Sin embargo, ningun estudio ha
abordado especificamente los efectos de las NPs ZnO sobre la biosintesis de
diferentes tipos de metabolitos secundarios y su efecto biolégico sobre la
germinacion de semillas y el crecimiento temprano de las plantulas de Capsicum
annuum L. Por lo tanto, esta investigacion empledé Capsicum annuum L. como
modelo para definir los efectos de las NPs ZnO en la germinacion de semillas, el
crecimiento de las plantulas, la biosintesis de compuestos fenolicos (fenoles totales,
flavonoides y taninos condensados) y la capacidad antioxidante del DPPH de los

extractos de plantulas expuestas a NPs ZnO.
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3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Material vegetal

La variedad de Capsicum annuum L. empleada en esta investigacion fue San Luis
(Hydro Environment, Tlalpan, México). Esta variedad produce frutos grandes (12 a 15
cm de largo en promedio). La planta es muy vigorosa y su dosel proporciona una
excelente cobertura. La cosecha es semi-concentrada y uniforme, y se recomienda

para el consumo en el mercado fresco y el procesamiento de deshidratacion.

3.3.2 Caracterizacion de las NPs ZnO

Las NPs ZnO se compraron en materiales Nanoestructurados y Amorfos Inc.
(Houston, TX, USA). Las NPs se caracterizaron morfoldgica y estructuralmente por
microscopia electrénica de transmision (TEM), microscopia electrénica de
transmision de alta resoluciéon (HRTEM) y difraccién de area seleccionada (SAED)
utilizando un microscopio FEI-TITAN 80—-300kV operado a un voltaje de aceleracion
de 300kV (FEI-TITAN 80- 300 kV, Fisher Scientific, Hillsboro, OR, USA). Las
micrografias TEM y HRTEM fueron procesadas por el software de transformacion

Fast Fourier (Digital Micrograph 3.7.0, Gatan Software, Pleasanton, CA, USA).
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3.3.3 Tratamientos

Las suspensiones de NPs ZnO se prepararon a 100, 200 y 500 ppm en base a los
estudios realizados por Sheteiwy et al. (2016) y Salah et al. (2015). Para garantizar
una dispersion uniforme, todas las suspensiones se sonicaron con un sonicador
Q500 (Qsonica Newtown, CT, USA) durante 25 min a 120 voltios-3 amps, y de 50 a
60 Ghz. El proceso de preparacion de las suspensiones con NPs ZnO se realizo en

base a una metodologia ya establecida por Pullagurala et al. (2018).

3.3.4 Germinacién de semillas y crecimiento de plantulas

Las semillas se contaron en lotes de 100 por tratamiento y con unas pinzas se
colocaron en una placa de Petri (15 cm x 20 cm), encima de dos capas de papel de
fitro (Whatman, 90 mm de diametro). Posteriormente, se aplicaron cuatro
tratamientos como suspensiones de NPs ZnO, 0 ppm (T1 control, tratado con agua
destilada), 100 ppm (T2), 200 ppm (T3) y 500 ppm (T4). Diez mililitros de cada
tratamiento con suspensiones de NPs ZnO se tomaron con una pipeta (Pipetman
Classic 1-10 mL) y se agregaron a las semillas para su imbibicion. Luego se
colocaron las placas de Petri durante 72 h en una cdmara de crecimiento (Equitec
EGCS 3S, 301 3SHR, Guadalajara, México) a 25 °C £ 1 °C bajo un fotoperiodo de 16

h de luz y 8 h de oscuridad.
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Una vez que se completd el periodo de imbibicion de semillas, se plantaron cuatro
réplicas de 25 semillas por repeticion para cada tratamiento en una hoja de papel
Anchor (Seedburo Equipment Company, Des Plaines, IL, USA). El papel se
humedecio con agua destilada y las semillas se colocaron horizontalmente sobre el
papel, asegurando que el embridn se orientara hacia abajo. Luego se humedecio otra
hoja de papel para cubrir las semillas. Posteriormente, las hojas se doblaron en un
rollo, de aproximadamente 4 cm de ancho. Una vez enrolladas, las laminas se
colocaron en cestas de tereftalato de polietileno (20 cm x 45 cm). Las canastas se
volvieron a colocar en una cadmara de prueba EGCHS 301 (Equitec, Madrid, Espafia)

a 25 °Cy 75% de humedad relativa durante 14 dias.

El bioensayo siguié los protocolos de la Asociacion Internacional de Pruebas de
Semillas (ISTA, 2004) con algunas modificaciones. El vigor de germinacion (V%) se
calculd6 como porcentaje de plantulas normales del numero total. La tasa de
germinacion (G%) se determiné como porcentaje de semillas germinadas del nimero
total de semillas. Ambas variables se registraron a los 7 y 14 dias después de la
siembra. Se considerd una plantula normal aquella que tenia una longitud de plumula
y radicula con al menos 2.0 cm. Las plantulas normales fueron aquellas que tenian
raiz y plumula, cada una de ellas con un desarrollo total de 2.0 cm. La longitud de la
plumula se midié desde la interseccidn raiz-hipocotilo hasta la base del cotiledon,
mientras que la longitud de la radicula se midié desde la base del hipocotilo hasta el

apice de la radicula. El peso de la biomasa seca para cada repeticion se determin6
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14 dias después de la siembra con un balanza analitica y se expresé en mg plantula’

! de acuerdo con Corral-Diaz et al. (2014).

3.3.5 Extraccion de compuestos fendlicos libres

La acumulacion de biomasa seca se usO para cuantificar compuestos fendlicos y
para medir la actividad antioxidante de acuerdo con Lopez-Contreras et al. (2015).
Los tejidos secos de plumula y radicula, se molieron y se tamizaron para obtener un
tamafo de particula <0.5 mm (malla 35). Enseguida, cien miligramos de muestra se
homogeneizaron con 3 mL de metanol al 80% en un tubo de cultivo con tapon de
rosca, y se agitdé durante 1 h a 200 rpm. Después de eso, las muestras se
centrifugaron a 4500 x g, los sobrenadantes se recuperaron y se almacenaron a -20
°C hasta que se usaron para el analisis de compuestos fendlicos y capacidad

antioxidante.

3.3.6 Contenido de fenoles totales

Para este procedimiento, se tomaron 0.2 mL del extracto, y se agregaron 2.6 mL de
agua destilada y 0.2 mL de reactivo Folin-Ciocalteu. Después de 5 min, se afiadieron
2 mL de Na,COs3 al 7% y la solucion se agito durante 30 s. La solucion se coloco en
la oscuridad durante 90 min y se midi6 la absorbancia a 750 nm. El contenido total de

fenoles se inform6 en miligramos de acido galico equivalente por kilogramo de
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muestra (MgGAE kg™), calculado a partir de la curva de calibracién de &cido galico

de 02200 mg L™,

3.3.7 Contenido de flavonoides totales

La determinacion del contenido de flavonoides totales se baso en la reaccion del
complejo AICI3-NaNO,-NaOH, donde se tomaron 0.2 mL del extracto y se agregaron
3.5 mL de agua destilada. Enseguida se afiadieron 0.15 mL de NaNO, al 5%, 0.15
mL de AICI; al 10% y 1 mL de NaOH 1 M, a intervalos de 5 min cada uno. La
reaccion se dejo durante 15 min y después de eso, se midié la absorbancia a 510
nm. El contenido total de flavonoides se informd en miligramos de equivalente de
catequina por kilogramo de muestra (mgCatE kg™), calculado a partir de la curva de

calibracion de catequina de 0 a 200 mg L™,

3.3.8 Contenido de taninos condensados

El contenido de taninos condensados se determind mediante la reaccion del
complejo vanillin-H,SO4. Del extracto, se tomaron 0.25 mL y se agregaron 0.65 mL
de vanillin al 1%; luego, se afadieron 0.65 mL de H,SO, al 25% (la vainillina y el
H.SO, se disolvieron en metanol). La reaccion se llevé a cabo durante 15 min a 30
°C, y se midio la absorbancia a 500 nm. El contenido de taninos condensados se

inform6 en miligramos de equivalente de catequina por kilogramo de muestra
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(mgCatE kg™?), calculado a partir de la curva de calibracién de catequina de 0 a 200

mg L.

3.3.9 Determinacion de la capacidad antioxidante de DPPH

La capacidad antioxidante se midi0 mediante la reduccion de la absorbancia del
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazyl) en presencia del extracto. Se prepard una
solucion de DPPH 60 uM en metanol al 80% y su absorbancia fue de 0. 95 a 517 nm.
Las muestras se analizaron mezclando 0.05 mL del extracto con 1.5 mL de la
solucion de trabajo DPPH, se permiti6 que la reaccidon continuara durante 30 min y
porsteriormente se tomo su lectura de absorbancia. La capacidad antioxidante se
informé en milimoles equivalentes de Trolox por kilogramo de muestra (mmolTE kg™),
en base a la curva de calibracion previamente realizada con Trolox a

concentraciones de 0 a 500 mmol L™

3.3.10 Andlisis estadistico

El experimento se configurd utilizando un disefio completamente al azar con cuatro
tratamientos y cuatro repeticiones. El modelo lineal general fue Yj = uy + a; + ej; donde
Yij = la variable de respuesta; p = media general; a; = efecto de las concentraciones
con NPs ZnO; ej = error experimental. La unidad experimental consistié en un rollo
de papel Anchor que contenia 25 semillas. Los resultados se informaron como media

+ desviacion estandar de cuatro muestras. La diferencia estadisticamente
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significativa entre las muestras se analizO con un ANOVA y las medias de los
tratamiento se compararon con una prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el paquete

estadistico SPSS version 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3.4 Resultados y discusién

3.4.1 Caracterizacion de NPs ZnO

La Figura 6a muestra una imagen TEM tipica para una muestra de NPs ZnO. La
morfologia de las NPs es cuasi esférica, como muestra la micrografia. Estas NPs
aparecen bien dispersas dentro de la cuadricula TEM. La Figura 6b muestra una
imagen HRTEM caracteristica de una nanoparticula. En esta imagen, las franjas
reticulares se observan claramente con una separacion de 2.81 A, que corresponde
a los planos reticulares de una estructura hexagonal de éxido de zinc. La figura 6c¢
muestra la distribucion de tamafios de las NPs calculados a partir de mas de 300

particulas.

La mayoria de las particulas en esta muestra (~75%) tienen diametros entre 12 y 24
nm, y ~30% son mayores que 12 nm y menores que 20 nm. La figura 6d muestra un
patron SAED comun de la muestra de ZnO. Este patron muestra anillos irregulares
asociados con los planos (100), (002), (102) y (110) de la estructura cristalina del

oxido de zinc. El patron SAED se asocio a una fase cristalina de oxido de zinc.
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Figura 6. Las micrografias muestran una muestra de nanoparticulas de éxido de zinc
(NPs ZnO). (a) Imagen tipica de microscopia electronica de transmision (TEM) de
una nanoparticula, (b) Micrografia tipica de microscopia electronica de transmision
de alta resolucibn (HRTEM) de una nanoparticula, (c) Distribucién de tamarfios de
NPs (d) Difraccion de area tipica seleccionada (SAED), patrén obtenido para el area
observada en el panel (a).

3.4.2 Efecto de las NPs ZnO sobre la germinacion y el vigor

La Figura 7B muestra que el porcentaje de germinacion no tuvo diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.596). Sin embargo, el vigor de germinacién en el
séptimo dia mostré efectos significativos (p<0.05): el vigor a 100 y 200 ppm fue de
50.66% y 52.00%, respectivamente (Figura 7A). Estos valores superaron al
tratamiento control (O ppm) en 123.5% y 129.4%, respectivamente. Sin embargo, a
una concentracion de 500 ppm, el vigor de germinacion disminuy6 en un 15.4% en

comparacion con el tratamiento de mayor rendimiento (200 ppm).
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Figura 7. Porcentajes de vigor (A) y germinacion (B) en semillas de C. annuum
tratadas con NPs ZnO a diferentes concentraciones (0, 100, 200 y 500 ppm). Las
barras representan la media (n = 4) + desviacion estandar. Las diferentes letras son
estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05) y representan las diferencias entre
tratamientos.

Estos resultados indican que la aplicacion de NPs ZnO a 100 ppm y 200 ppm
aumenta la velocidad de emergencia de la plumula y la radicula durante los primeros
siete dias. Sin embargo, esta respuesta depende de la concentracion, ya que a 500
ppm de NPs ZnO se observl una disminucion en el vigor. Los efectos beneficiosos
de NPs ZnO durante la germinacion conducen a la biosintesis de hormonas,

especialmente auxinas y giberelinas, que promueven la degradacion de las reservas

de semillas y el aumento del vigor de las semillas (El-Kereti et al., 2013).

En estudios realizados en semillas y plantulas de ragi (Finger millet) los efectos de
las NPs ZnO resultaron en un incremento del 45.54% en el vigor de la semilla, a una
concentracion de 1000 ppm, mientras que a 1500 ppm se observd una reduccion
significativa de este parametro (Rameshraddy et al., 2017). Se encontraron
resultados similares en las semillas de Capsicum annuum L. expuestas a 0.75 g de

NPs ZnO, con un aumento significativo del 67% en el indice de vigor (Afrayeem y
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Chaurasia, 2017). El efecto de las NPs ZnO durante la germinacion y el crecimiento
de plantulas ha sido reportado anteriormente, sin embargo, algunos resultados de las
investigaciones sefalan efectos positivos, mientras que otros sefialan efectos
fitotoxicos. La variabilidad de respuesta, se debe principalmente a la naturaleza de

las NPs, tamafio, concentracion y el genotipo (Hatami et al., 2014).

3.4.3 Efecto de las NPs ZnO en el crecimiento de las plantulas

En el Cuadro 1, se muestra el efecto de las NPs ZnO en las variables asociadas al
crecimiento de las plantulas. La longitud de la plimula no se vio afectada
significativamente (p<0.724). Sin embargo, la longitud de la radicula respondio
significativamente (p<0.01) a las concentraciones de NPs ZnO: a medida que
aumentaba la concentracion, la longitud de la radicula disminuia en un 50% (100

ppm), 53.9% (200 ppm) y 54.5% (500 ppm).

La misma tendencia se observé para el peso de biomasa seca. Aunque los
tratamientos fueron estadisticamente iguales (p<0.155), la acumulacion de biomasa
seca disminuy6 gradualmente en concentraciones de 100 a 500 ppm (Cuadro 1). La
mayor reduccion se obtuvo con 500 ppm, siendo 8.5% menor que el tratamiento
control (0 ppm). Estos resultados indican que el crecimiento de la radicula se ve muy

afectado por los tratamientos con NPs ZnO (Figura 8).
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Cuadro 1. Efecto de las NPs ZnO en la longitud de plamula, radicula y la
biomasa seca de las plantulas

Tratamientos Longitud de Longitud de Biomasa seca de
(ppm) plimula radicula plantulas (mg plantula™)
(cm) (cm)
0 329+037a 11.32+248a 45.73+3.79 a
100 3.65+0.30 a 5.66+1.40b 4413 £0.88 a
200 3.46+0.39 a 5.22+1.65b 42.87 +4.57 a
500 341+£030a 515+1.47b 41.84 £5.02 a

Los valores son el promedio de cuatro repeticiones. Medias (n = 4) * desviacion
estandar. Las diferentes letras son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05) y
representan las diferencias entre tratamientos.

=

500 ppm

200 ppm

100 ppm

Control

Figura 8. Efecto de las NPs ZnO en el crecimiento de plantulas de C. annuum. Cada
plantula es representativa de una unidad experimental.

El indice de crecimiento de la radicula se usa ampliamente como un indicador de
fitotoxicidad, ya que es altamente sensible a las condiciones de estrés (Ali et al.,
2015). La radicula es la primera estructura del embrién de la semilla y, por lo tanto,
es el primer tejido expuesto a concentraciones excesivas de NPs ZnO (Xiang et al.,

2015). Por esta razon, los efectos adversos fueron mas marcados en raices que en
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los brotes, lo que sugiere que la elongacion de la raiz fue mas sensible a la toxicidad

de NPs ZnO que la elongacion de los brotes (Ma et al., 2010).

La variacion en el crecimiento de radicula se puede deber a la presencia de NPs ZnO
o del ion de zinc disuelto, que interfiere con la bioquimica y fisiologia de la raiz
generando variacion en longitud de radicula y la acumulacion de materia seca.
Diferentes estudios en: rabano, ballica, lechuga, pepino y arabidopsis concuerdan
con nuestros resultados sobre la inhibicién y variaciéon en el crecimiento de la raiz

(Liny Xing, 2007; Lee et al., 2013).

Esta inhibicion puede atribuirse a dos efectos principales: (1) una toxicidad quimica
en base a la liberacién de iones (t6xicos) en este caso a la penetracion de particulas
de tamafio nano y también a la disolucion los iones de Zn™"; (2) el estrés o estimulos
causados por la superficie, el tamafio y/o forma de las particulas (Lee et al., 2010).
Estudios realizados por Zhang et al. (2015) sefialaron la fitotoxicidad de las NPs ZnO
sobre la germinacion de semillas de maiz (Zea mays L.) y de pepino (Cucumis
sativus L.), sus resultados indicaron la inhibicién en el desarrollo de la radicula por
presencia de NPs ZnO. En este estudio, los resultados indican que los tratamientos
con NPs ZnO solo afectaron la morfologia de la radicula, debido a un efecto fitotoxico
que causé estrés oxidativo y dio como resultado una mayor acumulacion de

compuestos fenodlicos en este tejido de la plantula (Sewelam et al., 2016).
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3.4.4 Efecto de las NPs ZnO en el contenido de compuestos fendlicos y la

actividad antioxidante del DPPH

Los resultados indican que el contenido de compuestos fendlicos en la plimula no se
vio afectado por la aplicacion de NPs ZnO a las semillas (Figura 9). Por el contrario,
hubo un efecto significativo (p<0.01) en la acumulacién de compuestos fendlicos en
la radicula, ya que el aumento en las concentraciones de NPs ZnO de 100 a 500
ppm, estimulé la acumulacion de fenoles totales en 350.84 + 23.99 (100 ppm),
493.80 + 2.86 (200 ppm) y 539.11 + 159.70 (500 ppm) mgGAE kg™ . (Figura 9A),
superando la acumulacién del tratamiento control (0 ppm) en 148.5%, 249.9% vy

282%, respectivamente.

Flavonoides (mg kg™")

] : b [
100 160 2[‘)0 0
Tratamientos (ppm) Tratamientos (ppm)

(©) (D)

DPPH (mmolET kg™

500 o 100 200 500
Tratamientos (ppm) Tratamientos (ppm)

Figura 9. Contenido fendlico en plantulas de C. annuum tratadas con NPs ZnO. (A)
Fenoles totales, (B) Flavonoides, (C) Taninos condensados y (D) Capacidad
antioxidante (DPPH) (milimoles equivalentes de Trolox por kilogramo de muestra
(mmolET kg™"). Los valores son el promedio de cuatro repeticiones. Medias (n = 4),
las barras representan la desviacion estandar de la media. Las diferentes letras son
estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05) y representan las diferencias entre los
tratamientos.
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Este comportamiento también se observo para el contenido de flavonoides totales y
taninos condensados (Figura 9 B y C). Las plantulas tratadas con 500 ppm de NPs
ZnO acumularon la mayor concentracion de flavonoides totales y taninos
condensados con 331.84 + 25.34 y 191.95 + 2.86 mg CatE kg™, respectivamente,
superando en 164.4% y 627.7% al tratamiento de control (O ppm). La Figura 9D
muestra los resultados para la capacidad antioxidante determinada por el método
DPPH. Los valores de la capacidad antioxidante del DPPH para plumula fueron en
un rango de 4932 + 73.85 a 5231 + 15.23 mmolET kg™, pero no se presentaron

diferencias significativas entre tratamientos.

Por otra parte, la capacidad antioxidante de las radiculas se vio afectada
significativamente (p<0.01), los valores mas altos se obtuvieron a 500 ppm de NPs
ZnO, con un valor de 2002.14 + 127.88 mmolET kg™, superando en 129.1% al
tratamiento control (O ppm). Este comportamiento es similar al observado con la
acumulacion de compuestos fendlicos totales en la radicula, ya que la concentracion

mas alta se obtuvo con el tratamiento a 500 ppm de NPs ZnO.

En este estudio, las concentraciones de NPs ZnO en un rango de 100 a 500 ppm
afectaron negativamente el crecimiento de la raiz y también llevaron a un aumento
en la acumulacion de compuestos antioxidantes no enzimaticos, como fenoles
totales, flavonoides y taninos condensados. Se informaron resultados similares al
aplicar NPs ZnO a semillas de Brassica nigra, obteniendo un efecto negativo en el

crecimiento de la raiz, resultando en un aumento del 79% de la actividad de
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captacion de radicales del DPPH (Zafar et al.,, 2016). En plantas de papa, la
aplicacion de NPs ZnO aumenté los compuestos fendlicos totales en 1%, 20% y 22%

a concentraciones de 100, 300 y 500 ppm, respectivamente (Raigond et al., 2017).

Aunque se ha demostrado que la aplicacion de NPs ZnO afecta la fisiologia y
bioquimica de las plantas, todavia hay debates generalizados y ambigledades sobre
los efectos que pueden causar en el metabolismo secundario de la planta (Marslin et
al., 2017). Principalmente, el efecto de las NPs en los compuestos fendlicos, ya que
estas moléculas desempefian funciones importantes en el rendimiento y la
adaptacioén de la planta, en respuesta a tipos de estrés bioticos y abioticos (Michalak,

2006).

Por lo tanto, es una prioridad comprender el funcionamiento integral del metabolismo
secundario de la planta, en respuesta a la aplicacion de NPs como un posible
generador de estrés oxidativo. Para mitigar los efectos del estrés oxidativo
generados por la aplicaciébn de NPs ZnO, las plantas activan los mecanismos de
defensa antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para eliminar el exceso de ERO.
Uno de los mecanismos mas importantes es la activacion del metabolismo
secundario, y la sintesis de compuestos fendlicos es crucial (Sheteiwy et al., 2016),
ya que desempefian un papel importante en la desintoxicacion de ERO y su
concentracion puede variar significativamente (Mahendra et al., 2008) debido a que
actuan como donadores de electrones a modo de mecanismos de destoxificacion en

las estructuras de los organulos (Mittler, 2017).
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Durante el estrés causado por los metales pesados, los compuestos fendlicos actuan
como quelantes metalicos y, por otro lado, pueden eliminar directamente las
especies moleculares del oxigeno activo, principalmente debido a sus propiedades
redox, que pueden desempeifiar un papel importante en la absorcion y neutralizacion
de los radicales libres, ayudando a controlar los niveles del oxigeno singlete y triplete

o la descomposicion de los peroxidos (Bhumi et al., 2014).

Por lo tanto, el aumento en la actividad antioxidante de las plantas expuestas a NPs,
se debe principalmente al aumento en los compuestos fendlicos, que son eficaces
eliminadores de ERO y también son capaces de inhibir las enzimas que producen
radicales libres (Doroteo et al., 2013) esto explica la acumulacién méaxima de fenoles,
flavonoides y taninos en las radiculas expuestas a la concentracidn mas alta (500
ppm) de NPs ZnO. En base a los resultados anteriores, nuestro estudio es pionero
en la evaluacion de la fitotoxicidad de las NPs ZnO en Capsicum annuum L. y sirve

como guia para medir los efectos sobre el crecimiento temprano de las plantulas.

3.5 Conclusiones

Este estudio revel6 el efecto de las NPs ZnO a diferentes concentraciones sobre la
germinacion, el vigor y el crecimiento temprano de las plantulas de Capsicum
annuum L. Todos los tratamientos con concentraciones de NPs ZnO (100, 200 y 500
ppm) inhibieron significativamente el desarrollo de la radicula debido a un efecto

fitotoxico y aumentaron la acumulacidon de compuestos fenodlicos y la actividad
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antioxidante en la radicula. Los cambios inducidos por las NPs ZnO en la fisiologia y
bioquimica de las plantas pueden generar la produccion de metabolitos secundarios
deseables. Sin embargo, es necesario continuar con estudios que evaluen los
efectos de las NPs ZnO para comprender los cambios especificos que causan en el

el desarrollo de las plantulas.
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4.1 Resumen

Es este estudio, se evaluaron las respuestas fisiologicas de las plantas de chile
habanero (Capsicum chinense Jacq.) a las aplicaciones foliares de sulfato de zinc y
nanofertilizante de zinc en ensayos de invernadero. Particularmente, se observé el
efecto de los suplementos a base de zinc sobre la calidad del fruto del chile
habanero. Las plantas de chile habanero se cultivaron hasta la madurez, y durante
las principales etapas del desarrollo fenoldgico, se trataron con aplicaciones foliares
de Zn a concentraciones de 1000 y 2000 mg L™ en forma de sulfato de zinc (ZnSO.)

y nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs ZnO). No se suministr6 Zn adicional a las
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plantas de tratamiento de control. Las NPs ZnO a una concentracién de 1000 mg L™
afectaron positivamente la altura de la planta, el diametro del tallo y el contenido de
clorofila, y aumentaron el rendimiento del fruto y la acumulacién de biomasa en
comparacion con los tratamientos control y ZnSQO,4. Por el contrario, las NPs ZnO a
2000 mg L™ afectaron negativamente el crecimiento de las plantas pero aumentaron
significativamente la calidad de los frutos, el contenido de capsaicina en un 19.3%, la
dihidrocapsaicina en un 10.9% y las Unidades de Picor Scoville (SHU?) en un 16.4%.
Ademas, a 2000 mg L™ aumenté el contenido de fenoles totales y flavonoides totales
(solubles + ligados) en los frutos (14.50% y 26.9%, respectivamente), lo que resultd
en una mayor capacidad antioxidante en ABTS (2,2' azino-bis (4cido 3-
etilbenzotiazolina-6sulfénico), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y FRAP (poder
antioxidante reductor férrico) (15.4%, 31.8% y 20.5%, respectivamente). Estos
resultados indican que la aplicacién de NPs ZnO podria emplearse en la produccion
de chile habanero para mejorar el rendimiento, la calidad y las propiedades

nutracéuticas de los frutos.

4.2 introduccion

La adicion de fertilizantes para complementar la fertilidad natural del suelo es
esencial para la produccion moderna de cultivos, y el manejo preciso de nutrientes es
indispensable para una produccién agricola sostenible (Davarpanah et al., 2016). El
zinc (Zn) desempeiia un papel importante en las funciones de la planta, modifica los

efectos de las auxinas mediante la regulacion de la sintesis de triptofano y actia
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como cofactor en las enzimas redox como la superéxido dismutasa y las
deshidrogenasas (Narendhran et al., 2016). Los microelementos desempefian
papeles importantes en el desarrollo de las plantas, el rendimiento y la calidad de los
frutos (Singh y Ram, 1983; Khan et al., 1993). El zinc es un micronutriente esencial
para humanos, animales y plantas. Las plantas generalmente absorben Zn como un

cation divalente (Zn™).

El zinc se requiere en la biosintesis de proteinas y el metabolismo de los
carbohidratos, y juega un papel importante en la expresion génica relacionada con el
estrés ambiental (Cakmak, 2000; Sadeghzadeh y Rengel, 2011). Aunque las plantas
requieren Zn para un metabolismo Optimo, la eficiencia de este microelemento
depende de su absorcion y translocacion (Rengel, 2001). En las practicas agricolas
tradicionales, se emplea sulfato de Zn (ZnSO,4) o quelato de EDTA-Zn para su
aplicacion en las hojas y el suelo, sin embargo, la eficiencia es baja (Fageria et al.,
2002). Por lo tanto, la absorcion de Zn a través de las hojas parece estar

determinada por la fuente de los micronutrientes.

Por ejemplo, en un estudio realizado por Doolette et al. (2018) en plantas de Triticum
aestivum cv Shield, al comparar la fertilizacion foliar con ZnSO, y ZnEDTA a una
concentracién de 1000 mg L™, hubo una proporcién significativamente mayor de Zn
en las hojas tratadas con ZnSO, en comparacion con las hojas tratadas con
ZnEDTA. La aplicacion foliar de Zn es una forma efectiva de aumentar la absorcion

de Zn en las plantas, sin embargo, el desarrollo de fertilizantes foliares a base de Zn
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se ve comprometido por la falta de conocimiento, el desarrollo de nuevos materiales,
la movilidad y la especiacion de Zn dentro de la planta (Doolette et al., 2018; Read et
al., 2019). En México, el chile habanero se consume principalmente en los estados
de Yucatan, Quintana Roo, Campeche y Tabasco, con una demanda creciente en los
mercados mexicanos e internacionales. Sin embargo, los rendimientos actuales de
los cultivos no satisfacen la demanda local, principalmente debido a la tecnologia
limitada para su produccion y el suministro adecuado de fertilizantes a través del
sistema de riego (Tucuch et al., 2012). Por lo tanto, se necesita un método de
fertilizacion optimizado que aumente el rendimiento del cultivo y reduzca la

contaminacion mediante el uso de fertilizantes mas eficientes.

El uso de fertilizantes foliares a base de Zn, durante el desarrollo de los cultivos
puede ser una forma efectiva de incrementar la asimilacion de Zn y aumentar el
rendimiento, sin embargo, las sales solubles de Zn pueden dafar la hoja y su costo
es muy elevado (Read et al., 2019). Por el contrario, las nanoparticulas de oxido de
zinc (NPs ZnQO) se consideran un material bioseguro para especies bioldgicas, ya
gue se ha demostrado que su eficiencia promueve la germinacion de semillas y el
crecimiento de plantas, asi como la supresién de enfermedades y la proteccion de
las plantas por su actividad antimicrobiana (Singh et al., 2017). La concentracién de
Zn en la solucion del suelo es muy baja y se presenta en forma de varios tipos de
sales que incluyen esfalerita (ZnFe)S y smithsonita (ZnCO3), sin embargo, la
absorcion de este elemento por las plantas esta determinada por la concentracion de

carbonatos (CaCOs3) y el pH del suelo, que son las principales causas que limitan la
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disponibilidad de este micronutriente (Mengel y Kirkby, 1987). Como consecuencia,
existe un creciente interés en la fertilizacion foliar para el manejo sostenible de los
cultivos. La fertilizacion foliar resuelve la disponibilidad limitada de nutrientes al
minimizar las pérdidas de fertilizantes aplicados al suelo y eso permite la entrega de
nutrientes a los 6rganos de la plantaa durante las etapas criticas de crecimiento

(Fernandez y Brown, 2013).

La nanotecnologia, con el uso de nanoparticulas (NPs) proporciona enfoques
novedosos para la nutricion de las plantas (Liu y Lal, 2015). Los fertilizantes a escala
nanomeétrica (1-100 nm) aumentan en gran medida los puntos de impacto debido a
su tamafo reducido, que a su vez podria mejorar la interaccion y la absorcién de
micronutrientes en la fertilizacion de cultivos (Singh et al., 2017). Las aplicaciones
foliares de nanofertilizantes han demostrado ser efectivas debido a que suministran
nutrientes a las plantas de forma gradual y controlada en comparacion con la

fertilizacion convencional (Prasad et al., 2012; Kah et al., 2018).

Ademas, la aplicacion de nanofertilizantes requiere cantidades mas pequefias que
los fertilizantes convencionales (Davarpanah et al., 2016). Un estudio realizado por
Rossi et al. (2018) demostr6 que la aplicacion foliar de NPs ZnO influy6
positivamente en el crecimiento y la fisiologia de las plantas de café (Coffea arabica
L.), incluso mas que la aplicacion de sales de Zn (ZnSQ,), debido a una mayor
penetracién de la hoja. La investigacién con arboles de granada (Punica granatum

cv. Ardestani) demostré que la fertilizacion foliar con cantidades relativamente bajas
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de nano fertilizantes de Zn y B modificaron el rendimiento y la calidad de la fruta, y
ademas aumentaron los azucares y el indice de madurez (Davarpanah et al., 2016).
Nuestro grupo de investigacion, también ha observado efectos positivos de las NPs
ZnO en la germinacion de Capsicum chinense, que a su vez, afectaron positivamente
variables fisiologicas (germinacion de semillas, vigor de plantulas y acumulacion de
biomasa) y propiedades nutracéuticas (fenoles totales, flavonoides totales, taninos

condensados y DPPH capacidad antioxidante) (Garcia-Lopez et al., 2018).

Los efectos de las NPs ZnO en las plantas son el resultado de cambios en las
caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas de los materiales aplicados como
nanofertilizantes, asi como de sus propiedades cataliticas (Qados, 2015). En
consecuencia, estos cambios afectan las actividades quimicas y biolégicas que
podrian inducir el estrés oxidativo, la toxicidad en las plantas y estimular los sistemas
antioxidantes (Garcia-Gomez et al.,, 2017). Un estudio reciente concluyé que la
nanotoxicidad depende de la composicion, la concentracion de las NPs y las
especies evaluadas (Nhan et al., 2015). Aunque se ha informado el efecto de las NPs
ZnO en cultivos como la cebolla (Allium cepa L.), el guisante verde (Pisum sativum
L.) y la espinaca (Spinacia oleracea) (Laware y Raskar, 2014; Mukherjee et al., 2016;
Singh y Kumar, 2016) no se han publicado estudios que describan la interaccion de

las NPs ZnO y ZnSOQO4 en el cultivo de chile habanero.

Por lo tanto, esta investigacion comparo las respuestas de crecimiento de las plantas

de chile habanero a las aplicaciones foliares de ZnSO, y NPs ZnO, analizando la
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calidad y acumulacion de compuestos bioactivos de los frutos de chile obtenidos de
plantas tratadas con ZnSO,4 y NPs ZnO para comprender su efecto sobre la fisiologia

y bioquimica de las plantas y frutos de chile habanero.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Material vegetal

La variedad Capsicum chinense utilizada fue Chichen lItza (Seminis, St. Louis, MO,
EUA, USA). Es una planta vigorosa y de maduracion temprana que puede
cosecharse hasta dos semanas antes que otras variedades. Los frutos tienen tres
I6bulos y un atractivo color naranja y generalmente son muy picantes con 10,500

unidades de SHU cuando estan frescos y hasta 200,000 SHU al estar secos.

4.3.2 Caracteristicas de las NPs ZnO utilizados en este experimento

La caracterizacion morfolégica y estructural de las NPs ZnO utilizadas en este
estudio ha sido reportada previamente por Garcia-Lépez et al. (2018).
Especificamente, la mayoria de las particulas (75%) tenian didmetros de 12 a 24 nm,

y el 30% mostraba tamafios mayores que 12 nm y menores que 20 nm.
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4.3.3 Preparacion de las suspensiones

Las suspensiones de ZnSO4 y NPs ZnO se prepararon justo antes de la exposicion
en agua desionizada (DI) y se homogeneizaron con un sonicador de sonda (Qsonica,
CT, USA) durante 30 min a 120 voltios, 3 amperios y 50 a 60 GHz. Posteriormente, el
pH de cada suspension se ajusté a 6.5-6.7 con HCl y NaOH 0.1 N antes de la
exposicion a la planta (Raliya y Tarafdar, 2013). Los tratamientos aplicados fueron:
control absoluto sin Zn, 1000 mg L™ y 2000 mg L™ con ZnSO,, 1000 mg L™ y 2000
mg L™* con NPs ZnO, con cinco repeticiones para cada tratamiento. La unidad
experimental fue una planta por maceta. Las concentraciones utilizadas se
seleccionaron de estudios previos realizados por Torabian et al. (2016) y Kisan et al.
(2015) Las conductividades eléctricas (CE) de las suspensiones con ZnSO, fueron
0.97 y 1.64 mS cm™ para 1000 y 2000 mg L™, mientras que la CE de las
suspensiones con NPs ZnO fueron 0.68 y 1.11 mS cm™ para 1000 y 2000 mg L™,
respectivamente. Las plantas del tratamiento de control se trataron con agua

destilada con una CE de 0.37 mS cm™.

4.3.4 Exposicion foliar a Zn

Aproximadamente, se rociaron 0.125 L de las suspensiones de Zn para cubrir el
follaje de la planta, dos veces en cada una de las siguientes etapas de desarrollo del
cultivo: crecimiento vegetativo (CV) 45-89 dias, floracion (FL) 90-140 dias, desarrollo

del fruto (DF) 141-170 dias y madurez (M) 171-205 dias, para obtener una cantidad
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total de 0.8 y 1.6 mg de zinc por planta. Para la aplicacion foliar, se usé un rociador
manual Hudson RL Flomaster de 1.2 L (Lowell, MI, USA), equipado con una boquilla
de latén y una valvula de seguridad. Las condiciones para el crecimiento del cultivo
se explican en la siguiente seccién. En la Figura 10, se muestran de manera

representativa cada una de las etapas fenoldgicas del cultivo, ademas de la

aplicacion foliar de los tratamientos.

LN L R SV .. L oA RS - SAPITTEN B SN
Crecimiento vegetativo (CV) 45-89 dias Floracion (FL) 90-140 dias ‘ Desarrollodel fruto ( FG) 141-170 dias W Madurez (M) 171-205 dias Aplicacion de tratamientos
| (RS ot sl L

Figura 10. Representacién esquemética de cada una de las etapas vegetativas del
cultivo, ademas, se presenta una imagen representativa de la forma en que se
aplicaron los tratamientos.

4.3.5 Crecimiento de plantas de chile habanero y condiciones de invernadero

Las plantas de chile habanero se establecieron en un invernadero de tipo israeli
equipado con ventanas laterales y cenitales semiautomaticas, cubiertas con
polietileno. El experimento se llevd a cabo durante 208 dias después del trasplante.
La temperatura promedio fue de 22.1 °C a una humedad relativa del 79%. La
densidad de siembra fue de 2.4 plantas por m?. Como medio de crecimiento, se

utulizé pumicita en contenedores de plastico blanco de 19 L.
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En este estudio, se empleo un sistema de riego automatizado por goteo, con ocho
riegos al dia que proporcion6 aproximadamente 3.2 L de agua por planta. La solucién
nutritiva se basé en Steiner (1961) a un pH de 6.5. Durante el crecimiento vegetativo,
la concentracion fue del 25% y aumentd al 50% durante la floracion y el desarrollo
del fruto (L6épez-Gémez et al., 2017). Cada maceta recibié cantidades iguales de

solucién nutritiva, la cual no contenia Zn.

4.3.6 Variables de rendimiento y contenido relativo de clorofila

Durante el ciclo de vida de la planta, se midieron parametros fisiolégicos y
agronomicos como la altura de la planta, el diametro del tallo y el contenido de
clorofila a los 45, 90, 145 y 201 dias. Estas fechas coinciden con el crecimiento
vegetativo (CV), la floracion (FL), el desarrollo del fruto (DF) y la madurez (M),
respectivamente. El contenido relativo de clorofila se determiné en plantas frescas,
con un medidor portéatil de clorofila (SPAD-502, Minolta, Osaka, Japon). Los datos
informados son promedios de tres mediciones por hoja para cada unidad

experimental (Zuverza-Mena et al., 2015).

Al final del cultivo, se cuantifico el nUmero de frutos cosechadas por planta, el peso
promedio de los frutos (g), el rendimiento por planta (peso total de las frutas g) y el
peso fresco y seco de la biomasa aérea (g). Este conjunto de datos se registro a los
208 dias para evaluar el crecimiento y el rendimiento de las plantas de chile

habanero. El peso seco de la biomasa aérea (g) se obtuvo después del secado en
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una estufa Lab-Line (Modelo 3478M, Iztapalapa, México) a una temperatura

constante de 70 °C durante un periodo de 72 h.

4.4 Preparacion para el analisis de los frutos de chile habanero

En este estudio, los frutos se cosecharon 208 dias después de la siembra, en la
etapa completamente madura (color naranja). Posteriormente, se lavaron con una
solucion de hipoclorito de sodio al 3% y se secaron en un lugar fresco y ventilado
(Simonovska et al., 2016). Después del secado, se determiné el efecto del ZnSO,4 y
NPs ZnO sobre la calidad del fruto, evaluando 10 frutos uniformes sin defectos (dafio
fisico o patoldégico) seleccionados de cada una de las cinco repeticiones por
tratamiento (Elibox, 2015). Para ello, se tomaron muestras de un total de 50 frutos
por tratamiento: de las cuales se usaron 25 frutos para los analisis fisicos y quimicos,
y los 25 frutos restantes fueron para analisis funcionales (Pinedo-Guerrero et al.,

2017).

4.4.1 Evaluaciones fisicoquimicas de los frutos

Las evaluaciones cromaticas en la corteza del fruto se realizaron con un colorimetro
Konica Minolta CR-10 (Tokio, Japdn). Los parametros cromaticos se obtuvieron
utilizando los sistemas de color CIELAB (L*, a*, b*) y CIELCH (L*, C*, h*) de acuerdo
con la Comision Internacional de Comercio (CIE, 2004). L* define luminosidad (O

negro, 100 blanco), a* indica rojo (positivo a*) o verde (negativo a*), b* indica amarillo
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(positivo b*) o azul (negativo b*), C* (cromo), nivel de saturacién de h) y h (angulo de
tono: 0° = rojo, 90° = amarillo, 180° = verde, 270° = azul). La visualizacion en color se
obtuvo utilizando el software en linea ColorHexa (2019) usando los valores L*, a* y

b*.

La firmeza y la fuerza de corte en los frutos se evaluaron con un medidor de fuerza
Ametek Chatillon DFS Il adaptado a un sistema de rotacion manual (West, Sussex,
Reino Unido). Las frutas se deformaron a una distancia total de 2 mm con una placa
de compresion de 30 mm; la fuerza maxima requerida se registré6 en Newton (N).
Después de las evaluaciones fisicas, las frutas se almacenaron a -20 °C hasta que
se realizaron las evaluaciones quimicas. Los soélidos solubles totales (°Brix) se
determinaron directamente del jugo de cada fruto con un refractometro (Atago

MASTER-M, Tokio, Jap6n) con una escala de 0 a 33%.

Para la determinacion de la acidez titulable (TA) y el pH, las frutas se cortaron en
rodajas con un cuchillo y se colocaron dentro de una bolsa de polietileno para
producir una mezcla homogénea; luego se tomaron 5 g de muestra (pericarpio y
placenta sin semilla), se agregaron 25 mL de agua y la mezcla se procesé durante 40
s en un mezclador Oster (M4655-813/465-42, Sunbeam, Cd de México, México). El
extracto se filtro a través de tela de organza. El pH se midid utilizando un
potenciometro de mesa (medidor de pH/ORP HI 2221, Cd de México, México). La
acidez valorable (TA) se determiné mediante el método 942.15 de la Asociacion de

Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 2000), con 0.1 M NaOH a pH 8.2 usando
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fenolftaleina como indicador. La acidez valorable se inform6 en % de acido citrico en

peso fresco.

4.4.2 Preparacion de muestras para capsaicinoides, fendlicos y analisis de

capacidad antioxidante

Los frutos de chile habanero fueron cortados con un cuchillo, y las semillas fueron
removidas para determinar compuestos bioactivos y funcionales. Posteriormente, los
frutos se colocaron en una bolsa de polietileno para obtener una mezcla homogénea
y las muestras se almacenaron en un ultracongelador (3003 Ultrafreezer Thermo

Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) a -80 °C hasta el analisis.

4.4.3 Extraccién de capsaicinoides

La extraccion y cuantificacién de capsaicinoides se basé en el método establecido
por Ryu et al. (2017), para ello se pesaron 5 g de muestra fresca de chile habanero
(pericarpio y placenta sin semilla) y se agregaron 25 mL de acetona. La mezcla se
procesO durante 30 s en un mezclador Oster (M4655-813/465-42, Cd de México,
Mexico). El extracto se calenté a 50 °C durante una hora en un horno de laboratorio
(ON-12G, Jeio Tech, Corea). Después de este periodo, las muestras se centrifugaron

a 4500 x g durante 5 min, y el sobrenadante se recupero para el andlisis.
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4.4.4 Cuantificacion de capsaicina y dihidrocapsaicina por HPLC

Para el andlisis por HPLC, los extractos con acetona se filtraron con un filtro de
jeringa de 0.25 mm con un tamafo de poro de 45 ym, y se inyectaron 10 puL
directamente en el sistema (HPLC Agilent Technologies 1260 Infinity, bomba
cuaternaria Agilent 1260 G1311B) equipada con inyector automatico y detector DAD
(Agilent 1260 G4212B). La columna utilizada fue una columna analitica ZORBAX
Eclipse Plus C-18 (100 mm x 3 mm id, 5 um). La fase mdévil isocratica consistio de
100% de acetonitrilo (solvente A) y 1% de acido acético en agua (solvente B) en una
proporcién de 40:60 y un caudal de 1 mL min™ a 25 °C, con un tiempo de ejecucion

de 20 min. La absorbancia se midié a 280 nm.

La cuantificacion de capsaicina (8-metil-N-vainillil-6-nonenamida) y dihidrocapsaicina
(8-metil-N-vainilliinonamida) (Sigma Aldrich, St.Louis, MO, EE. UU.) se baso en las
curvas de calibracion correspondientes a concentraciones de 0 , 80, 160, 240, 320

mg kg™ (Ryu et al., 2017).

4.4.5 Determinacion de las unidades de Scoville

El contenido de capsaicionoides (mg kg™) se transformé a Unidades Scoville de Picor

(SHU), con base en lo establecido por Todd et al. (1977). Las determinaciones de la

pugnecencia en SHU se realizaron multiplicando los contenidos individuales de
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capsaicinoides (capsaicina y dihidrocapsaicina) por el valor correspondiente a la

intensidad del umbral.

[(% Capsaicina x 16.1) + (% Dihidrocapsaicina x 16.1)] x 10,000 = SHU?

4.5 Extraccion de compuestos fendlicos solubles y ligados

Los extractos solubles se obtuvieron suspendiendo 5 g de muestra de chile fresco
(pericarpio y placenta sin semilla) en 50 mL de metanol al 80%. La muestra se purgd
con una corriente de argon durante 30 s y se mezclé durante 45 s en un mezclador
Oster (M4655-813/465-42, Sunbeam, Cd de México, México). Finalmente, la mezcla
se filtré con tejido de organza para separar la materia insoluble del jugo y se coloco
en tubos de centrifuga de 15 mL. El extracto se centrifugd a 4500 x g, y el

sobrenadante se recuperd y almaceno a -20 °C hasta el analisis.

Los compuestos fendlicos ligados se extrajeron suspendiendo la materia insoluble
restante en 10 mL de 2 mol L™ NaOH y se purgaron con argén durante 30 s. Luego,
la mezcla se agité a 200 rpm durante 2 h. Después de eso, el pH se ajustd a 2.5 con
HCI concentrado y se centrifugd a 4500x g. El sobrenadante se recuperd y se
extrajeron los compuestos fenolicos con 10 mL de acetato de etilo dos veces. Los
extractos de acetato de etilo se combinaron y se evaporaron a 40 °C con argon. El
extracto seco se almaceno a -20 °C vy, antes del analisis, se suspendié en 3 mL de

metanol al 80%. Los extractos obtenidos de compuestos fendlicos solubles y ligados
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se usaron para los ensayos de fenoles totales, flavonoides totales y capacidad

antioxidante en base a lo establecido por Lopez-Contreras et al., (2015).

4.5.1 Determinacion de fenoles totales

Los ensayos de compuestos fendlicos y de capacidad antioxidante se realizaron en
un espectrofotometro Barnstead International Turner SP-830 Plus (Dubuque, IA,
USA). Para la determinacién del contenido de fenoles, se tomaron 0.2 mL de cada
extracto y se agregaron 2.6 mL de agua destilada y 0.2 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu. Después de 5 min, se agregaron 2 mL de Na,CO3 al 7% y la solucion se
agitdé durante 30 s, para luego llevar la reaccidbn en oscuridad por 90 min,
posteriormente se midio la absorbancia de las muestras a 750 nm. La concentracion
de fenoles se reportdé en miligramos equivalente de acido galico por kilogramo de
muestra (MgGAE kg™), calculado a partir de la curva de calibracién de acido galico

de 0a200mg L™

4 5.2 Determinacion de flavonoides totales

La determinacion del contenido de flavonoides se basé en la reaccion del complejo
AICI3-NaNO,-NaOH, para esto se tomaron 0.2 mL del extracto y se agregaron 3.5 mL
de agua destilada. Luego se agregaron 0.15 mL de NaNO; al 5%, 0.15 mL de AICl; al
10% y 1 mL de NaOH 1 M, a intervalos de 5 min cada uno. La reaccion se dejo

durante 15 min y después se midio la absorbancia a 510 nm. El contenido total de
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flavonoides se informé en miligramos de equivalente de catequina por kilogramo de
muestra (mgCatE kg™), calculado a partir de la curva de calibracién de catequina de

0a200mgL™

4.5.3 Determinacion de taninos condensados

El contenido de taninos condensados se determind mediante la reaccion del
complejo vanillin-H,SO4. Del extracto, se tomaron 0.25 mL y se agregaron 0.65 mL
de vainillina al 1%; después, 0.65 mL de H,SO, al 25% (ambos se disolvieron en
metanol). La reaccion se llevo a cabo durante 15 min a 30 °C, y finalmente, la
absorbancia de las muestras se midi6 a 500 nm. El contenido de taninos
condensados se reporté en miligramos equivalente de catequina por kilogramo de
muestra (mgCatE kg™), calculados a partir de la curva de calibracién para catequina

de0a200mg L™

4.5.4 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de DPPH (2,2-difenyl-1-pycrilhydrazyl) se evalué utilizando
una solucion de trabajo 60 uM en metanol al 80%, con una absorbancia ajustada a
0.98 a 517 nm. El ensayo se llevé a cabo mezclando 50 pL del extracto con 1.5 mL
de la solucion de trabajo DPPH, la reaccion se dej6é durante 30 min en la oscuridad y

se determind la absorbancia.
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La capacidad antioxidante de ABTS (acido 3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonico) se
llevé a cabo utilizando una solucion de trabajo obtenida mezclando 1 mL de ABTS al
7.4 mM y 1 mL de K,S,0g, permitiéndoles reaccionar durante 12 h en oscuridad.
Después, la absorbancia de la solucion de trabajo se ajustdé a 0.97 a 734 nm
diluyendo con metanol. El ensayo ABTS se realiz6 mezclando 50 pL del extracto con
1.5 mL de soluciéon de trabajo ABTS; la reaccion se dejé durante 30 min en la

oscuridad y se midié la absorbancia.

La capacidad antioxidante de FRAP (poder antioxidante reductor férrico) se
determind utilizando una solucidbn de trabajo preparando una mezcla 300
mM-C,H3NaO,-3H,0 (pH 3.6), 10 mM-TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine, en HCI 40
mM) y 20 mM de FeCl3-:6H,O en proporcion 10:1:1 (V:V:V). El ensayo FRAP se
preparé mezclando 50 pL del extracto con 1.5 mL de solucién de trabajo FRAP, la
reaccion se dejo durante 30 min en la oscuridad a 37 °C y la absorbancia de las

muestras se tom6 a 593 nm.

La capacidad antioxidante para los ensayos DPPH, ABTS y FRAP se reportaron en
milimoles de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico  &cido)
equivalente por kilogramo de muestra (mmolTE kg™), en base a la curva de

calibracién con Trolox en concentraciones de 0 a 500 mmol L™
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4.5.5 Disefio experimental y analisis estadistico

El cultivo se establecié utilizando un disefio experimental completamente al azar, con
cinco tratamientos y cinco unidades experimentales por tratamiento; la unidad
experimental fue de una planta por maceta. Para la informacién obtenida de las
variables evaluadas durante el desarrollo del cultivo (altura de planta, diametro de
tallo y clorofila), se utilizé un analisis con arreglo factorial 5x4 (AxB) considerando al
factor A las concentraciones con ZnSO, y NPs ZnO (control, 1000 y 2000 mg L™) y
como factor B las etapas fenoldgicas del cultivo (crecimiento vegetativo, floracion,

desarrollo del fruto y madurez).

Para las variables de rendimiento y los analisis fisicoquimicos se utilizé6 un disefio
completamente aleatorio con cinco unidades experimentales por tratamiento,
Gnicamente los analisis funcionales de capsaicinoides, compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante tuvieron tres unidades experimentales. Los resultados se
informaron como media * desviacion estandar, las diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras se analizaron con un ANOVA y las medias de los
tratamiento se compararon con la prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el paquete

estadistico SPSS version 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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4.6 Resultados y discusion

4.6.1 Crecimiento de las plantas de chile habanero

Las variables de comportamiento agronémico fueron evaluadas durante el desarrollo
fenoldgico de las plantas. El crecimiento de las plantas aumenté significativamente
desde la etapa de floracion con la aplicacion foliar de NPs ZnO a una concentracion
de 1000 mg L™, pero no se encontraron diferencias significativas entre ZnSO, y el
control (Figura 11a). Sin embargo, es importante tener en cuenta que los mayores
incrementos en la altura de la planta se obtuvieron con la aplicacién de NPs ZnO a
1000 mg L™ Este comportamiento mejor6 desde las etapas FL, DF y M, con
incrementos de 10.6%, 8.6% y 13.4% respectivamente, en comparacion con el
tratamiento control. Mientras que al compararlas con las plantas tratadas con ZnSQ,,
no se observaron diferencias significativas, pero se obtuvieron incrementos de 5.8%,
4.2% y 3.6%, respectivamente. Por otro lado, la aplicacion de NPs ZnO y ZnSQO, a
2000 mg L™ afecté negativamente la altura de la planta. Las reducciones con NPs
ZnO fueron de 16.7%, 4.7% y 6.2%, mientras que el tratamiento con ZnSO,4 redujo la
altura de la planta en 5.1%, 3.0% y 2.9%, en comparacion con el tratamiento de

control.

El comportamiento en el desarrollo del diametro del tallo (Figura 11b) fue similar al de
la altura de la planta, a partir de las etapas FL, FG y M, las NPs ZnO a 1000 mg L™
promovieron el crecimiento del tallo. Cabe sefalar que los incrementos obtenidos

superaron en 8.3%, 10.7% y 27.9% al tratamiento control, en cambio, al compararlas
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con las plantas tratadas con ZnSQOy, los incrementos fueron del 2.1%, 6.5% y 18.7%,
respectivamente. Sin embargo, a 2000 mg L™ de NPs ZnO y ZnSO, se observan
disminuciones a partir de la etapa DF hasta M; en el tratamiento con NPs ZnO a
2000 mg L* las reducciones fueron del 10.5% y 11.6%, mientras que el ZnSO, redujé

en 4.1% y 1.5% en comparacion con las plantas del tratamiento control.

a b
120+ ~ 207 4
£ 100 E
2 o " ol
S o 2 [+
g 80 = ab L, d
2 60 © 10 <
Q. L -
o ° bb2bb
°  40- g
il ® 5 bbbbb
2 £
= 204 @
< a
0 0 .
cv FL DF M
3 Control

3 zns0, 1000 mg L™
3 NPs ZnO 1000 mg L™’
&3 zns0, 2000 mg L™
@8 NPs ZnO 2000 mg L™

Contenido relativo de clorofila o

Figura 11. Efecto de la aplicacion foliar de ZnSO4 y NPs ZnO en parametros
agronomicos (altura de planta y diametro de tallo), y bioquimicos (clorofila SPAD) en
diferentes estados fenoldgicos de las plantas de C. chinense. (CV) crecimiento
vegetativo, (FL) floracion, (DF) desarrollo del fruto y (M) madurez. Los valores son el
promedio de cinco repeticiones. Medias (n = 5), las barras representan la desviacién
estdndar de la media; letras diferentes significan que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (p<0.05) y representan las diferencias entre tratamientos,
en cada etapa fenoldgica.

Los resultados de esta investigacion sugieren que la aplicacion foliar con NPs ZnO a
1000 mg L™ tuvo un mayor impacto en el crecimiento y la fisiologia de las plantas que

las sales convencionales de Zn (ZnSQ,), lo que probablemente se debié a una mayor
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capacidad para ser absorbidas por la hoja. Rossi et al. (2018) compararon la
fertilizacion foliar de NPs ZnO y ZnSO, en plantas de Coffea arabica L. a
concentraciones de 10 mg L™, y concluyeron que las hojas tratadas con NPs ZnO
contenian concentraciones mas altas de Zn (1267.1 + 367.2 mg kg* DW) en
comparacién con las plantas tratadas con ZnSO, (344.1 + 106.2 mg kg’ DW),
mientras que las plantas del control tenian solo una pequefia cantidad de Zn en sus
hojas (53.6 + 18.9 mg kg™ DW). Esta acumulacién resulté en efectos positivos sobre
el desarrollo de hojas y raices en un 95% y 37% respectivamente, en comparacion
con el tratamiento control. En conjunto, estos resultados indican que la asimilacion de
Zn es mas eficiente cuando se usan particulas de tamafio nanomeétrico. Hallazgos
similares fueron encontrados por Pavani et al. (2014), quienes demostraron un mayor
crecimiento en las plantulas tratadas con NPs ZnO, mientras que las plantulas
cultivadas en ZnSO,4 crecieron mas lentamente. Los nanofertilizantes foliares pueden
ser mas efectivos que los fertilizantes foliares convencionales, ya que su liberacion
puede ser lenta y gradual (De Rosa et al., 2010), pero aln no se especifica si este
efecto se debe a la absorcion de la nanoparticula o a la disoluciéon de sus productos

(Wang et al., 2017; Li et al., 2018).

Sin embargo, a concentraciones de 2000 mg L™ se afecté el desarrollo de la planta,
posiblemente debido a un efecto fitotoxico. La diferencia en el impacto fisioldgico
entre NPs ZnO y ZnSO, se atribuye a una liberacion mas lenta y gradual del Zn™
contenido en las NPs ZnO. Una investigacién presentada por Reed et al. (2012)

menciono que la disolucion de NPs ZnO en agua desionizada (DI) es relativamente
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lenta y gradual, con solo un 2% total del Zn disuelto a partir de 24 h. Por el contrario,
el ZnSO, es altamente soluble con muy poco tiempo de retencion en el sistema de la
planta, por lo tanto, la biodisponibilidad de Zn durante un periodo prolongado es

ineficiente (Prasad et al., 2012).

4.6.2 Contenido relativo de clorofila

El contenido relativo de clorofila se determind mediante mediciones SPAD durante el
desarrollo fenoldgico de las plantas. Como se muestra en la Figura 1llc, los
resultados indican que el contenido relativo de clorofila aumentd significativamente
durante el desarrollo de las plantas y por la aplicacion foliar de NPs ZnO y ZnSO4 en
ambas concentraciones. No obstante, las hojas que acumularon el mayor contenido
de clorofila fueron las tratadas con NPs ZnO a 1000 mg L™. Este comportamiento se
presentd a partir de las etapas FL, DF y M, con incrementos de 19.4%, 22.9% y
16.2%, respectivamente, en comparacion con el control. En contraste, las
aplicaciones foliares para ambos tratamientos a 2000 mg L™ mostraron reducciones:
con NPs ZnO, el contenido de clorofila disminuyé en 8.5%, 4.3% y 6.2%, mientras
qgue el ZnSO,4 causo reducciones del 12.2%, 14.4% y 8.4% en las etapas FL, DF y M,
respectivamente, en comparacion con el tratamiento que produjo la mayor

acumulacién (NPs ZnO 1000 mg L™).

Nuestros resultados son consistentes con Prasad et al. (2012), quienes reportaron un

mayor contenido de clorofila (1.97 mg/g/rt.wt) en hojas de mani por la aplicacion foliar
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de NPs ZnO a 1000 mg L™ (25 nm) en comparacién con el ZnSO.. Mukherjee et al.
(2016) en estudios realizados en plantas de chicharo verde (Pisum sativum L.)
evaluaron el impacto de diferentes NPs ZnO (10 nm), 2% en peso de alimina
dopada (Al,O3 ZnO NPs,15 nm), o 1% en peso de NPs recubiertas con
aminopropiltrietoxisilano (KH550, ZnO NPs 20 nm) y Zn idnico (cloruro de Zn) a 1000
mg kg, todos los tratamientos dieron como resultado de 2.4 a 3.6 veces incrementos
en la acumulacién de clorofila, en comparacion con el control, aunque no hubo
diferencias significativas entre los diferentes tipos de Zn. Los aumentos observados
en el contenido de clorofila se deben al hecho de que el Zn desempefia un papel
esencial en el metabolismo de las plantas, al influir en la actividad de enzimas
importantes como la anhidrasa carbonica que contiene un atomo de Zn que cataliza
la hidratacion del CO, que facilita la difusion de dioxido de carbono a los sitios de

carboxilacién en las plantas (Badger y Price, 1994; Pullagurala et al., 2018).

Lo anterior estd de acuerdo con los hallazgos reportados por Pullagurala et al.
(2018), quienes indicaron que la aplicacion de NPs ZnO a 100 mg kg?, 200 mg kg y
400 mg kgt aument6 el contenido relativo de clorofila en 41%, 37% y 58%,
respectivamente, en comparacion con las plantas del tratamiento control. Segun
Raliya y Tarafdar (2013), la aplicacion foliar de NPs ZnO a 10 mg L™ en plantas de
Cyamopsis tetragonoloba L. aumentd significativamente la biomasa de la planta
(27.1%) y el contenido de clorofila (276.2%). Por lo tanto, los aumentos observados
en el crecimiento de la planta a una concentracién de 1000 mg L™ con NPs ZnO se

deben al aumento en el contenido de clorofila, ya que es un indicador comun de la



86

eficiencia fotosintética de una planta, y es uno de los factores determinantes de su

crecimiento (Garcia-Gémez et al., 2017).

Si bien, el Zn es un micronutriente esencial para el crecimiento y metabolismo de las
plantas (Narendhran et al.,, 2016) y es necesario para la produccion de clorofila
(Cakmak, 2000), las respuestas perjudiciales en concentraciones elevadas de Zn
pueden estar estrechamente relacionadas con la generacién de especies reactivas
de oxigeno (ERO). Ademas, el desplazamiento de algunos otros metales de los sitios
activos en proteinas (Moura et al., 2012), pueden afectar la biosintesis de clorofila y
dafar el sistema fotosintético (Chaney, 1993). El contenido de clorofila se ha
clasificado como un indicador confiable en relacion con el tema de contaminacion y
toxicidad de los metales pesados en plantas (Tirani et al., 2018). Por lo tanto, altos
niveles de Zn en plantas pueden generar una reduccidon del contenido de clorofila

como resultado de una respuesta al estrés oxidativo generado por este elemento.

4.6.3 Rendimiento del fruto y biomasa vegetal

Los resultados de las variables asociadas con el rendimiento y la acumulacion de
biomasa se presentan en el Cuadro 2. Para todas las variables evaluadas se
obtuvieron diferencias significativas (p<0.01); las plantas expuestas a la aplicacion
foliar de 1000 mg L™ con NPs ZnO obtuvieron el mayor nimero de frutos, excediendo
en 15.3% y 8.6% a las plantas del tratamiento control y las expuestas a ZnSQO,. En

contraste, a 2000 mg L™ de NPs ZnO y ZnSO, hubo ligeras disminuciones (13.6% y
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7.3%), en comparacion con el tratamiento control. De modo similar, el maximo peso
promedio del fruto se obtuvo con NPs ZnO a 1000 mg L™, superando en 7% al
tratamiento control y 3.6% al ZnSO,4; mientras que a 2000 mg L™* de NPs ZnO y
ZnS0O, se presentan reducciones del 5.8% y 3.8% respectivamente, en comparacion
con el tratamiento control. La tendencia fue similar para el peso total de los frutos,
alcanzando el maximo peso con NPs ZnO a 1000 mg L™ (Cuadro 2) excediendo en
21.2% al tratamiento control y 11.8% al ZnSO.; mientras que a 2000 mg L™ en
ambos tratamientos (NPs ZnO y ZnSO,4) mostraron disminuciones del 18.6% y 10.8%

respectivamente, en comparacion con el control.

Cuadro 2. Efecto de la aplicacion foliar de NPs ZnO 'y ZnSO, en el desarrollo de

frutos y acumulacion de biomasa

Tratamientos Numero de Peso promedio Peso total de los Biomasa fresca Biomasa seca
(mg L™ frutos de los frutos (g) frutos (g) aérea (g9) aérea (9)
Control 54.20+2.28¢c 8.80 +0.22 ab 476.97 £23.74ab 893.85+11.00b 294.80+11.33¢C
ZnS0O, 1000 5850+ 1.29 b 9.12+0.11 ab 533.78 £11.93ab 905.09+ 5.88b 310.81+ 3.44b
NPs ZnO 1000 64.00+2.24 a 9.46+0.12 a 605.30 + 17.27 a 925.64+ 4.09a 32491+ 5.09a
ZnS0O, 2000 50.25+1.50d 8.46+0.07b 42520+ 11.19b 879.46+ 599c 27856+ 8.59d
NPs ZnO 2000 46.80+2.39d 8.29+0.11b 387.99+18.71b 868.22+ 2.42c 26442+ 492e

Los valores son el promedio de cinco repeticiones. Medias (n = 5) £ desviacion
estandar. Letras diferentes en cada columna significan que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

El peso seco y fresco de la biomasa aérea, se afecto significativamente (p<0.01) por
la aplicacion foliar de NPs ZnO y ZnSO,. Las plantas tratadas con 1000 mg L™ de
NPs ZnO registraron el mayor incremento en la acumulacion biomasa; en el caso del
peso fresco se obtuvieron incrementos del 3.4% y 2.2%, mientras que el peso seco

incrementd en 9.2% y 4.3% en comparacion con el control y las concentraciones de

ZnSO, en masa respectivas. En cambio, a 2000 mg L™ con NPs ZnO se obtuvieron
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las mayores reducciones en la acumulacion de biomasa fresca y seca; con

disminuciones del 2.9% y 10.3% respectivamente, en comparacion con el control.

En el presente estudio, la aplicacién foliar de NPs ZnO a 1000 mg L™ influyo
positivamente en el crecimiento de las plantas de chile y la producciéon de frutos,
demostrando efectos mas favorables que el ZnSO,4. La razén probablemente se deba
a la mayor asimilacion de Zn cuando se aplica en forma de NPs ZnO debido a su
mayor capacidad para penetrar en la hoja (Rossi et al., 2019). Pero, a
concentraciones mas elevadas (2000 mg L™) causaron toxicidad, estos resultados
estuvieron de acuerdo con lo reportado por Lin y Xing (2007) en rabano, colza, maiz,
lechuga y pepino. Prasad et al. (2012), mencionaron que las NPs ZnO son
absorbidas por las plantas en mayor medida en comparacion con ZnSQOy, debido a
una mayor biodisponibilidad por su tamafio y menor solubilidad en agua.
Comprobando, que en plantas de mani la aplicaciéon de 1000 mg L™ con NPs ZnO
demostré ser mas efectiva para aumentar el crecimiento y rendimiento de la vaina en
34%, en comparacion con el ZnSO,, pero a mayor concentraciéon (2000 mg L) las

NPs ZnO fueron perjudiciales.

Resultados similares fueron obtenidos por Khanm et al. (2017) al tratar plantas de
tomate con 1000 mg L™ de NPs ZnO vy, observaron que el crecimiento de la planta,
rendimiento y acumulacion de Zn aumentaron significativamente con respecto al

ZnS0O, Yy el control. Estos resultados confirmaron que los efectos fisiolégicos estaban
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relacionados con un mayor aprovechamiento de Zn, cuando se aplica con particulas

de tamafo nanomeétrico.

La efectividad del ZnSO, por aplicacion foliar es baja, debido a que es altamente
soluble y permite que se lixivie ripidamente (Fageria et al.,, 2002). Estas
caracteristicas afectan la disponibilidad de nutrientes. Los iones altamente solubles
en agua pueden tener dificultades para penetrar la cuticula lipofilica de la hoja, lo que
limita la disponibilidad en el caso de la fertilizacion con ZnSO,4 (Prasad et al., 2012).
Sin embargo, se ha demostrado que las NPs entran en las células a través del
sistema estomatal o vascular (Raliya y Tarafdar, 2013; Wang et al.,, 2013)

dependiendo del rango de tamafio de las particulas de ZnO.

Esto respalda la hipétesis actual de la penetracion de las NPs en la célula vegetal a
través de la via hidrofilica de los poros acuosos polares en la cuticula y los estomas
(Eichert et al., 2008; Eichert et al., 2008). El diAmetro de los poros cuticulares se ha
estimado en 2 nm (Eichert et al., 2008), y la via estomatica aparece como la ruta mas
factible para la penetracion de NPs, con un limite de exclusién de tamafio superior a
10 nm (Eichert et al., 2008). Sin embargo, hay algunos hallazgos alternativos en la
literatura, que informaron que la aplicacion foliar de NPs Au a 280 ng por planta en
tamafios de 3, 10 y 50 nm, lograron penetrar la cuticula de la hoja
independientemente de su tamafo y recubrimiento y, se acumularon principalmente
en brotes jovenes (10-30%), en las raices (10-25%) y del 5 al 15% de las NPs <50

nm fueron exudadas al suelo de la rizosfera (Avellan et al., 2019). Otros autores
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mencionaron que las NPs en un rango de 4 a 100 nm pueden atravesar la cuticula de
la hoja al romper la capa cerosa (Larue et al., 2014). En este estudio, las NPs
aplicadas estaban en un rango de 12 a 24 nm, por lo que existe la posibilidad de que
las NPs ZnO de mayor tamafo (24 nm) puedan pasar a través de la cuticula de la

hoja.

Aunque es probable que el tamafio y las propiedades de las NPs jueguen un papel
importante en su interaccién con las hojas de la planta, su absorcién en la hoja y su
transporte dentro de la planta estan determinados por las diferentes caracteristicas
de la hoja (como los estomas, tricomas o cuticulas), que presentan una amplia gama
de diversidad entre las especies (Pérez-de-Luque, 2017; Avellan et al., 2019). Por el
contrario, la reduccion en la acumulacion de la biomasa podria deberse al mayor
impacto negativo de las NPs ZnO, las concentraciones téxicas (2000 mg L™) de Zn
podrian afectar negativamente el contenido K* de las células, la permeabilidad y la
conductividad hidraulica y el contenido de agua, lo que provoca una disminucién en
el peso fresco de los 6rganos, la tasa de movimiento de los asimilados de las hojas al

fruto (Barceld y Poschenrieder, 1990).

4.6.4 Caracteristicas cromaticas

La determinacion de las caracteristicas cromaticas de los frutos revel6 diferencias

significativas (p<0.01) entre tratamientos para las variables L*, b* y C* (Cuadro 3).
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Aunque, en a* y h* los tratamientos fueron estadisticamente iguales, los valores

presentaron tendencia a incrementar con las aplicaciones de NPs ZnO y ZnSO,.

Los valores maximos de L*, fueron detectados en los frutos provenientes de plantas
tratadas con NPs ZnO a 2000 mg L™, con un valor de 53.46, lo que indica mayor
luminosidad de los frutos al compararlos con los valores obtenidos en el tratamiento
control y ZnSO,. Los resultados de a* y b* presentaron la misma tendencia, con
valores de 33.45 (a*) y 43.59 (b*), esto indica que la tendencia al color rojo y
amarrillo del fruto aumenté con la aplicacion de NPs ZnO en altas concentraciones

(2000 mg L ™).

La saturacion del color (C*) presentd un patrén similar al de L*; con un valor de
53.43, esto significa que la intensidad del color anaranjado del fruto incrementé con
NPs ZnO a 2000 mg L™ La determinacién de h* sirvi6 para diferenciar el color
percibido en los frutos, con tendencia de color rojo a amarillo. En este trabajo, los
valores de CIELAB (L*, a*, b*) y CIELCH (L*, C* y h*), fueron Utiles para explicar las
diferencias en el color del pericarpio de los frutos obtenidas de los diferentes

tratamientos (Kim et al., 2008).
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Cuadro 3. Caracteristicas cromaticas en frutos de chile habanero obtenidos de

plantas tratadas con NPs ZnO y ZnSO4

Tratamientos

Parametros cromaticos

(mg L™ L* a* b* c* h* Vista
Control 50.02+1.08b 3057+193 3892+133b  49.37+197b 5177+146 |
ZnS0,1000  51.29+1.76b  32.06+0.85 4198+1.1la  50.77+132b 5233100 [N
NPsZnO 1000 51.99+11lab 32.33+145 4248+213a 51.81+076ab 5371x124 [
ZnS0,2000  51.92+146ab 32.07+0.84 4191+142a 51.75+101ab 53.30+1.25 [N
NPsZnO2000 53.46+1.15a 3345+120 4359+147a  5343:x164a 53.84x144 [N

Los valores son el promedio de cinco repeticiones. Medias (n = 5) * desviacion
estandar. Letras diferentes en cada columna significan que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

Actualmente, no hay informes de la evaluacion del color en frutos obtenidas de
plantas sometidas a tratamientos con NPs metélicos. Sin embargo, en Capsicum el
color del fruto esta determinado principalmente por la composicion y la concentracion
de carotenoides (Lightbourn et al., 2008), la biosintesis de estos compuestos y su
acumulacion en frutos esté influenciada por diferentes factores como un mecanismo

de defensa contra diversos estreses biéticos y abidticos (Aloni et al., 2008; Park et

al., 2012).

Garcia-Gomez et al. (2017) evalué el efecto de las NPs ZnO y ZnSO, sobre las
defensas antioxidantes en las plantas de tomate, los resultados indicaron que las
NPs ZnO generaron una mayor toxicidad y estimularon la concentracion de
carotenoides y marcadores biolégicos de estrés oxidativo (ERO). Algunos estudios
han demostrado que las NPs ZnO pueden inducir estrés oxidativo y modificar la

actividad de enzimas antioxidantes y compuestos antioxidantes no enzimaticos
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(Wang et al., 2016; Garcia-Lépez et al., 2018), que operan en conjunto para proteger

las células vegetales contra el dafio oxidativo.

Pérez-Labrada et al. (2019) informaron que la aplicacion foliar de NPs Cu induj6é un
aumento en el contenido de vitamina C y carotenoides (licopeno) en los frutos, en
comparacion con los niveles obtenidos en el tratamiento control. En este estudio, la
evaluacion del crecimiento de las plantas mostr6 una mayor sensibilidad a la
aplicacion de NPs ZnO, ya que a 1000 mg L™ estimulé el crecimiento de las plantas,
mientras que a 2000 mg L™ hubo una reduccién en el desarrollo de las plantas
posiblemente debido a un efecto fitotoxico. Sin embargo, los frutos obtenidas en
ambos tratamientos informaron los mayores aumentos en compuestos nutracéuticos
y funcionales. Los incrementos observados en la acumulacion de estos compuestos
reflejan un estado redox modificado por la aplicacion de NPs ZnO que afectan el
nivel de ERO a nivel celular (Yang et al.,, 2017). Por lo tanto, estos resultados
sugieren que los frutos de las plantas tratadas con la aplicacion foliar de NPs ZnO
intensificaron su color naranja debido a una mayor produccién de carotenoides en

respuesta al estrés oxidativo.

La funcion principal de los carotenoides es la proteccion de las células y los
organulos contra el dafio oxidativo, que logran al interactuar con las moléculas de
oxigeno singlete (O), eliminar los radicales peroxilo (LOOe¢) y prevenir su
acumulacion (Sandmann et al., 1999). No obstante, la investigacion del efecto de la

aplicacion de NPs ZnO sobre las caracteristicas cromaticas de los frutos, la
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acumulacion de carotenoides y compuestos fendlicos es muy escasa, por lo tanto, el
papel de los compuestos anteriores contra el estrés inducido por NPs metalicos es

aun incierto (Yang et al., 2017).

4.6.5 Calidad de los frutos de chile habanero

Los resultados que se presentan en el Cuadro 4 indican que la aplicacion foliar de
NPs ZnO y ZnSQ,, afectd significativamente (p<0.01) la AT de los frutos. La acidez
maxima valorable (0.155 + 0.0055) se obtuvo con 2000 mg L™ de NPs ZnO, mientras
que el valor minimo (0.119 + 0.0050) de AT se obtuvo en los frutos del tratamiento

control.

Ademas, el pH de los frutos también se vio afectado (p<0.01) por los tratamientos
con NPs ZnO y ZnSO4 (Cuadro 4); el valor mas alto se obtuvo con el tratamiento
control (5.63 + 0.114), mientras que el pH mas bajo (5.40 £ 0.040) se encontré con
las NPs ZnO a 2000 mg L™, sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos basados en Zn con diferentes concentraciones. El pH del fruto,
esta correlacionado con la acidez y el contenido de acido citrico es el acido organico

primario que se encuentra en la mayoria de las frutas (Wang y Lin, 2002).
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Cuadro 4. Efecto de la aplicacion foliar de NPs ZnO 'y ZnSO4 en la calidad de los
frutos de chile habanero

Tratamientos

Solidos

Fuerza de cor

te

(mg LY TA (%) pH solubles (Brix)  Firmeza(N) (N)
Control 0119%00050d 563+t01l4a 932:079d  1479t063b  11.35%083
ZnS0,1000  0.126+0.0012cd 549+0030b 1018+038c  14.94+0.65ab  11.39+0.77
NPs ZnO 1000 0.134+00025b 542+0.048b 10.77+0.60b 1511+0.68ab  11.43+0.64
ZnS0,2000  0.130+0.0020bc  550+0.025b 1048+052bc 15.20+0.63ab  11.36+0.72
NPsZnO 2000 0.155+0.0055a 5.40+0.040b 11.33+072a  1535+054a  11.32+0.47

Los valores son el promedio de cinco repeticiones. Medias (n = 5) + desviacion
estandar. Letras diferentes en cada columna significan que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

Con respecto a los °Brix, todos los tratamientos mostraron valores mas altos que el
tratamiento control; el nivel de tratamiento con 2000 mg L™ de NPs ZnO produjé la
mayor cantidad (11.33 = 0.72), mientras que el valor menor se obtuvo en el control
(9.32 £ 0.79). Como resultado, la fertilizacion con NPs ZnO y ZnSO, también
aumento significativamente (p<0.05) la firmeza del fruto; el mayor incremento (15.35
+ 0.54) se obtuvo con 2000 mg L™ de NPs ZnO, y el valor mas bajo se Gbico (14.79 +
0.63) en los frutos de las plantas del tratamiento control. Los resultados encontrados
estdn de acuerdo con los obtenidos por Davarpanah et al. (2016), quienes
mencionaron que la fertilizacion foliar con NPs ZnO a una concentracion de 120 mg
L™ condujé a mejoras significativas en la calidad de frutos de granada, incluyendo
aumentos de 4.4-7.6% en °Brix, disminuciones de 9.5-29.1% en TA, aumentos de
20.6-46.1% en el indice de madurez e incrementos del 0.28-0.62% en el pH del jugo,
mientras que las caracteristicas fisicas de los frutos no se vieron afectadas. Estudios

previos, han informado que la aplicacion foliar de micronutrientes como el Zn y Fe,
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son esenciales para aumentar el rendimiento, la calidad y el contenido de acido

ascorbico en frutos de tomate (Gupta y Gupta, 2004).

En este estudio, los incrementos en °Brix y la firmeza de los frutos bajo fertilizacion
con NPs ZnO y ZnSO,4 pueden atribuirse a que el Zn desempefia un papel vital en la
sintesis y trasladacion de carbohidratos y proteinas (Yogeratham y Greenham,
1982), ademéas de mantener la estabilidad estructural de las membranas celulares
(Welch et al., 1982). Estos hechos indican, que la disponibilidad y la concentracién
del Zn por fertilizacion foliar en plantas con NPs ZnO durante las principales etapas
de crecimiento vegetativo fue mas efectiva, y tiene funciones fisiolégicas muy
importantes que pueden mejorar la calidad del fruto, atribuidas al envio de Zn desde
los tejidos de las hojas a través del floema, hasta los frutos en el momento del

desarrollo y maduracion (Laware y Raskar, 2014).

4.6.6 Contenido de capsaicinay dihidrocapsaicina

Los resultados indicaron que el contenido de capsaicina se vié afectado
significativamente (p<0.01) por la aplicacion foliar de NPs ZnO y ZnSO, (Figura 12a);
la mayor acumulacién se detecté a 2000 mg L™ de NPs ZnO (625.44 + 14.47 mg kg’
1y, siendo 19.3% maés alto que el tratamiento control (504.60 + 16.73 mg kg™). La
misma tendencia se observo para el contenido de dihidrocapsaicina, a pesar de que
los tratamientos fueron estadisticamente iguales (p<0.423), la acumulacion se

increment6 en ambos tratamientos (Figura 12a). El tratamiento a 2000 mg L™ de NPs



97

ZnO provocd el mayor aumento con 10.9% (326.71 + 6.50 mg kg™), en comparacién

con el control (290.84 + 2.80 mg kg™).

3 CapsaicinaEz) Dihidrocapsaicina @ Capsaicinoides totales

a 1000- b 200000-
4 a
800 1500001 ab ab b
‘73 600+
=4 :: 100000 -
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Control ZnSO,, ZnO ZnSO4 ZnO Control ZnSO; ZnO  ZnSO, ZnO
1000 1000 1000 2000 2000
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Figura 12. Contenido de capsaicinoides en frutos de chile habanero obtenidos de
plantas tratadas con NPs ZnO y ZnSO,. (a) capsaicina, dihidrocapsaicina y
capsaicinoides totales, (b) Unidades de Picor Scoville (SHU?). Los valores son el
promedio de tres repeticiones. Medias (n=3), las barras representan la desviacion
estandar de la media. Letras diferentes en cada barra significan que los tratamientos
fueron estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

El analisis cuantitativo de los capsaicinoides por HPLC, reveld que el contenido total
de estos compuestos aumento en la frutos obtenidos de las plantas tratadas con NPs
Zn0O y ZnSO, (Figura 12a); la mayor concentracion de capsaicinoides se detecté en
frutos maduros que provenian de las plantas sometidas a 2000 mg L™ de NPs ZnO,
con un valor maximo (952.15 + 8.17 mg kg™), que excede en 16.4% en relacién con
el control (795.43 + 19.54 mg kg™). El cromatograma mostrado en la Figura 13a,
corresponde a la preparacion de estdndares de capsaicina y la dihidrocapsaicina,
con tiempos de retencibn de 6.354 min (pico 1) y 9.661 min (pico 2),

respectivamente.
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Existe una relacion directa entre el nivel de capsaicinoides totales y la pungencia en
frutos de chile. Las SHU? de los frutos también aumentaron significativamente
(p=<0.01) al aplicar las NPs ZnO y ZnSO, en todas las concentraciones (Figura 12b);
el mayor incremento de 16.4% (153296 + 1315.79 SHU?), se obtuvo a una
concentracién de 2000 mg L™ con NPs ZnO, mientras que el control presentd la

menor acumulacién (128065 + 3146.931 SHU?).

Por otro lado, los valores obtenidos para SHU? con ZnSO4 a 2000 mg L* no
mostraron aumentos significativos. La escala SHU es una medida de la pungencia de
los chiles, que esta en funcién de la concentracién de capsaicina y dihidrocapsaicina.
La SHU se puede clasificar en: (1) no picante (0-700 SHU?), (2) levemente picante
(700-3000 SHU?), (3) moderadamente picante (3000—25,000 SHU?), (4) altamente

picante (25,000-70,000 SHU?) y (5) muy picantes (>80,000 SHU?) (Weiss, 2012).

Con base en nuestros resultados y en la escala SHU, los frutos de chile habanero
cosechados en este estudio estan clasificados como frutos muy picantes, no
obstante, la concentracion de capsaicinoides totales se incrementé en mayor medida
con la aplicacién de las NPs ZnO a altas concentraciones (2000 mg L), lo que

resulté en incrementos de las SHU.

Lo anterior se debe, a que los capsaicinoides son uno de las principales
antioxidantes del chile, Pinedo-Guerrero et al. (2017), y una de sus funciones es la

proteccion contra las ERO (Antonious, 2009). Por lo tanto, es posible que el mayor
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incremento observado en estos compuestos se deba al estrés oxidativo que generan
las NPs ZnO (Garcia Lépez et al., 2018), debido a que las NPs metalicas
desencadenan alteraciones en los niveles de Ca** y ERO implicados en la
sefalizacion celular y en complejas modificaciones fisiologicas y bioquimicas a nivel

del organismo (Sosan et al., 2016).

En este caso, el sistema de defensa de las plantas genera una mayor acumulacion
de compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, lo que resulté en una
mayor acumulacion de capsaicinoides (Figura 12). Las Figuras 13b, ¢ y e muestran
los cromatogramas y los tiempos de retencion para los compuestos de los frutos del
control y los tratamientos con ZnSO4, mientras que las figuras 13d y f representan los

tiempos de retencién obtenidos para los tratamientos con NPs ZnO.
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Figura 13. Cromatogramas para capsaicina y dihidrocapsaicina, en frutos de chile
habanero obtenidos de plantas tratadas con NPs ZnO y ZnSOy: (a) estandares; (b)
control; (¢) 1000 mg L™ ZnSOy; (d) 1000 mg L™* NPs ZnO; (e) 2000 mg L™ ZnS0Og; (f)
2000 mg L™ NPs ZnO.

4.6.7 Contenido de fenoles y flavonoides totales

Los resultados indican que la aplicacion foliar de NPs ZnO y ZnSO,, afectd
significativamente (p<0.01) el contenido de fenoles y flavonoides totales (solubles +
ligados) de los frutos. En todos los analisis de compuestos fendlicos, la porcion
soluble present6 los niveles mas altos de fenoles y flavonoides, mientras que la de
menor concentracion fue la ligada. EI mayor contenido de fenoles totales (solubles +
ligados), se obtuvo con las aplicaciones de NPs ZnO: en el tratamiento con 1000 mg
L™ el contenido fue de 1442.76 mgGAE kg™, mientras que para 2000 mg L™ fue de
1504.60 mgGAE kg (Cuadro 5), excediendo 10.8% y 14.5% al tratamiento control.

Los niveles obtenidos con ZnSO, fueron de 1290.55 mgGAE kg™ para 1000 mg L™y
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1299.93 mgGAE kg™ para 2000 mg L™, al compararlos con los valores obtenidos con
NPs ZnO en las mismas concentraciones presentan 10.5% y 13.6% menor cantidad,

respectivamente.

Cuadro 5. Contenido de fenoles totales y flavonoides totales (solubles +
ligados) en frutos de chile habanero obtenidos de plantas tratadas con NPs

Zn0Oy ZnSOy4

Tratamientos Fenoles totales (MgGAE kg™) Flavonoides totales (mgCatE kg™)
(mg L‘l) Solubles Ligados Total Solubles Ligados Total
Control 115485+ 10.55b 113.50+4.30b 1286.35b  114.35+552b 69.30+2.71c 183.65b
ZnS0O4 1000 1168.44+17.76 b 122.11+6.55b 1290.55b 116.95+10.22b 79.28 +5.83 bc 196.24 b
NPs ZnO 1000 1293.42+28.30a 149.34+6.45a 1442.76a 144.63+9.53a 9254+53%9ab 237.17a
ZnS0O, 2000 1176.24 +15.61b 123.68+4.98b 1299.93b  119.73+6.89 a 76.62+4.43c 196.35 b
NPs ZnO 2000 1347.41+30.06a 157.18+7.58a 1504.60a 155.01+8.04a 96.50 +6.20 a 25150 a

Los valores son el promedio de tres repeticiones. Medias (nh = 3) + desviacion
estandar. Letras diferentes en cada columna significan que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

Este comportamiento también se observd para el contenido de flavonoides totales
(Cuadro 5). La mayor concentracion de flavonoides totales (solubles + ligados) se
Ubico a 1000 y 2000 mg L™ de NPs ZnO, con valores de 237.17 mgCatE kg™ y
251.50 mgCatE kg™, respectivamente, excediendo en 22.5% y 26.9% al tratamiento
control. Por el contrario, los valores obtenidos con ZnSO,4 a 1000 mg L™ (196.24
mgCatE kg?) y 2000 mg L™ (196.35 mgCatE kg™), fueron 21.9% y 17.2% menores
gue los valores obtenidos en las mismas concentraciones con las NPs ZnO vy, al

compararlos con los valores obtenidos por el control no hay diferencias estadisticas

significativas.
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El contenido de compuestos fenolicos se considera uno de los parametros de valor
nutracéutico mas importantes en los frutos de chile habanero (Castro-Concha et al.,
2014). Se han encontrado concentraciones similares de compuestos fendlicos en
frutos de chile habanero anaranjado (169.97 mg GAE 100 g™%), mientras que otros
genotipos de chiles habaneros cultivados en Yucatan, México, presentan
concentraciones mas bajas (20.54 a 20.75 mg 100 g™) (Campos et al., 2013). La

presencia de taninos condensados no se detecto en ninguna de las muestras.

En este estudio, los efectos causados (beneficiosos y toxicos) por la aplicacion foliar
de NPs ZnO en plantas fueron mayores que los causados por ZnSO, en las mismas
concentraciones. Por ejemplo, la mayor acumulaciéon de compuestos fendlicos y
flavonoides totales se obtuvo en los frutos cosechados de las plantas que fueron
tratadas con 1000 y 2000 mg de L™ de NPs ZnO. A la fecha, no hay informes que
comparen el efecto de las NPs ZnO y ZnSO, sobre la acumulacion de compuestos
bioactivos en los frutos de chile habanero; sin embargo, nuestros hallazgos sugieren
gue el efecto podria estar relacionado con un mecanismo especifico de las NPs en el
sistema de la planta, ya que los tratamientos con NPs ZnO generaron los mayores

cambios fisioldgicos y bioquimicos en las plantas.

Algunos autores mencionaron que la toxicidad generada por las NPs ZnO se debe a
la internalizacion de las NPs, la acumulacion en el tejido y la disolucion de los iones

de Zn (Lopez-Moreno et al., 2010), esto sugiere que las NPs ZnO pueden inducir
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toxicidad a través de la actividad de los iones que liberan durante un periodo

prolongado y pueden generar una mayor estimulacion en la formacién de ERO.

Ademas, la diferencia en la acumulacién de compuestos fendlicos causados por NPs
ZnO difiere de los causados por el ZnSO4 en las mismas concentraciones (1000 y
2000 mg L™, esto puede explicarse por qué el ZnSO, es altamente soluble y cuando
se aplica a las hojas de las plantas puede caer rapidamente, por lo tanto, la
biodisponibilidad de iones Zn con el uso de ZnSO,4 durante un periodo prolongado no
es segura (Doolette et al., 2018; Kah et al., 2018). Por lo tanto, es importante tener
en cuenta que la aplicacion foliar de ZnSO4 no podria generar el mismo estrés que
los iones obtenidos por las NPs ZnO, ya que las NPs tienen un mayor potencial de
transporte y, por lo tanto, una mayor biodisponibilidad y absorcion que les permite
interactuar con estructuras intracelulares que estimulan la formacién de ERO (Kouhi
et al., 2015; Ghosh et al., 2016). Sin embargo, otros autores enfatizaron que la
fitotoxicidad causada por las NPs ZnO no puede explicarse solo por los iones
disueltos, ya que las propiedades de las NPs pueden verse afectadas por los medios

de exposicién a las plantas (Zafar et al., 2016; Garcia-Gomez et al., 2018).

Zafar et al (2016), indicaron que la aplicacion de NPs ZnO indujo estrés oxidativo en
los brotes de Brassica nigra y, curiosamente, observaron un aumento en las
moléculas antioxidantes no enzimaticas como los compuestos fendlicos y los
flavonoides debido a la acumulacion de ERO. Los resultados del experimento

realizado por Pinedo-Guerrero et al. (2017) también informaron que la aplicacion de
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NPs Cu en hidrogeles de quitosano-PVA a una concentracion de 2.0 mg en plantas
de chile jalapefio aumenté la acumulacién de fenoles en los frutos (64.71 mgGAE
100 g%, superando en 5.9% al control, el aumento se asocié con un incremento en el

estrés oxidativo generado por ERO.

Las plantas han desarrollado varios mecanismos de proteccion para limitar el dafio
oxidativo causado por ERO a través de la produccion de antioxidantes como fenoles,
carotenoides y enzimas antioxidantes (Garcia-Lopez et al., 2018). Los compuestos
fendlicos desempefian un papel destacado en los mecanismos de desintoxicacion de
ERO (Mahendra et al., 2008) como donadores de electrones en las estructuras de
organulos y pueden eliminar directamente las especies moleculares de oxigeno
activo, principalmente debido a sus propiedades redox. Ademas, actian en la
absorcion y neutralizacion de los radicales libres, la extincion de oxigeno singlete y
triplete o la descomposicién de peréxidos (Sora et al., 2015). Este comportamiento
explica la mayor acumulacién de fenoles y flavonoides en los frutos obtenidos de las

plantas expuestas a tratamientos con NPs ZnO.

4.6.8 Capacidad antioxidante

En el Cuadro 6, se observan diferencias significativas (p<0.01) entre los tratamientos
en los ensayos de capacidad antioxidante de ABTS, DPPH y FRAP. En todos los
analisis, la porcion soluble fue la que presentd los niveles mas altos de capacidad

antioxidante. Los resultados indican que la actividad antioxidante total (solubles +
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ligados) fue de 83.28 a 98.49, de 145.29 a 213.16 y de 235.25 a 296.06 mmolITE kg™

en ABTS, DPPH y FRAP, respectivamente (Cuadro 6).

Cuadro 6. Actividad antioxidante en frutos de chile habanero obtenidos de
plantas tratadas con NPs ZnO y ZnSO4

Tratamientos ABTS (mmoITE kg™) DPPH (mmolTE kg™) FRAP (mmoITE kg™)
(mg LY Solubles Ligados Solubles Ligados Solubles Ligados
Control 76.60+3.19b 6.68.+4.30c 11297 +552b 32.32+271c 172.75+4.68b 61.50+3.25b

ZnS0O, 1000 83.33+3.18 ab 7.95+6.55b 121.67+10.22b 35.60+583c 180.86+5.19b 65.19x351b
NPs ZnO 1000 86.77+2.75a 8.75+6.45ab 154.98+9.53a 49.70£539b 198.22+514a 80.51+0.66a
ZnS0, 2000 81.08 +3.18 ab 8.12+4.98b 130.31+6.89b 38.19+443c 180.30+6.73b 67.61+3.08b

NPs ZnO 2000 89.14+2.96 a 9.35+7.58a 156.55+8.04a 56.61+6.20a 212.21+835a 83.85+x1.97a

Los valores son el promedio de tres repeticiones. Medias (n = 3) + desviacién estandar.
Letras diferentes en cada columna significan que los tratamientos fueron estadisticamente
diferentes (Tukey, p< 0.05).

De acuerdo con los resultados del contenido fendlico, los tres métodos de capacidad
antioxidante mostraron los valores mas altos en los tratamientos con NPs ZnO a
concentraciones de 1000 y 2000 mg L™, y resultaron estadisticamente diferentes del
control y los tratamientos con ZnSO4 (Cuadro 6). Las correlaciones entre el contenido
fenoles totales (r=0.95, 0.94 y r=0.80, respectivamente), flavonoides totales (r=0.95,
0.89 y r=0.80, respectivamente) y la capacidad antioxidante medida por FRAP, DPPH
y ABTS sugieren que los valores de compuestos fendlicos mas altos en los frutos de
chile habanero esta relacionados con una mayor capacidad antioxidante. Se han
reportado patrones similares en frutos de chile jalapefio (Pinedo-Guerrero et al.,
2017), en pimientos del genero Capsicum (Sora et al., 2015), chiles jalapefios y

serranos (Alvarez-Parrilla et al., 2011).
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Estudios previos, han demostrado que las NPs ZnO pueden generar citotoxicidad por
la produccion de ERO (Kumar et al., 2018), la induccion y la biosintesis de los
compuestos fendlicos se relacionan con el estrés causado por los metales pesados,
esto puede explicar la gran acumulacién de estos compuestos en los frutos que
provenian de plantas expuestas a NPs ZnO (Parry et al., 1994), lo que podria ser la
razon principal de los incrementos observados en las actividades antioxidantes (Tarzi
et al., 2012). En un estudio realizado por Zare et al. (2018) demostraron que las NPs
ZnO sintetizadas mostraron una mayor actividad antioxidante (ABTS y DPPH) en
comparacion con las microparticulas de ZnO, la efectividad biolégica y antioxidante
de las NPs ZnO depende de su tamafio y forma de las particulas (Singh et al., 2017).
En este estudio, la aplicacion de NPs ZnO generé la mayor acumulacién de
compuestos fendlicos en los frutos, lo que resulté en incrementos de las actividades

antioxidantes.

4.7 Conlusiones

La aplicacion de NPs ZnO afectd el desarrollo de plantas de chile habanero: a una
concentraciéon de 1000 mg L™, promovi6 el crecimiento de las plantas y aumentd el
namero y el peso promedio de los frutos, mientras que a 2000 mg L™ generé efectos
negativos sobre el crecimiento y el desarrollo del cultivo. Por lo tanto, el efecto de las
NPs ZnO depende de la concentracion aplicada. En contraste, el efecto de la
aplicacién de ZnSO, a concentraciones de 1000 y 2000 mg L™ fue menor y tuvo

efectos menores en el rendimiento del cultivo. Por otro lado, la aplicacion foliar de
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NPs ZnO a 2000 mg L™ condujé a mejoras significativas en la calidad del fruto,
incluidos aumentos en TA, °Brix y disminuciones en el pH, sin diferencias
significativas entre los tratamientos con Zn. Asimismo, la acumulacion de
capsaicinoides totales en frutos de plantas tratadas con 1000 y 2000 mg L™ de NPs
ZnO alcanz6 881.57 y 952.15 mg Kg™, respectivamente, lo que resulté en aumentos
significativos de SHU?. Del mismo modo, la aplicacién de NPs ZnO a 1000 y 2000 mg
L aumenté el contenido de fenoles y flavonoides totales (solubles + ligados) en
frutos de chile habanero, lo que resulté en una mayor capacidad antioxidante segun

los ensayos ABTS, DPPH y FRAP.

En resumen, los resultados de este estudio demuestran la influencia de la aplicacion
foliar de NPs ZnO y ZnSO, en el desarrollo y rendimiento de las plantas de chile

habanero.
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4.9 Consideraciones finales

El uso de nanoparticulas metélicas en la agricultura ha aumentado continuamente
con el empleo de nanofertilizantes y nanopesticidas que permiten eficientar la
nutricion y el rendimiento de los cultivos; sin embargo, a la fecha no existen
regulaciones ambientales estableciedas para la liberacion de este tipo de materiales.
En esta investigacion, se evaluaron los efectos de nanomateriales (NPs ZnO) y
metales basados en Zn (ZnSO,) sobre pardmetros agronémicos y bioquimicos en

diferentes etapas fenoldgicas del cultivo de chile habanero (C. chinense).

Como se esperaba, durante la etapa de germinacién las NPs ZnO a concentraciones
de 100 a 300 mg L™, estimularon el vigor y el crecimiento de las plantulas. Ademas,
de incrementar la actividad del sistema enzimatico antioxidante y no enzimatico, lo
cual gener6 la acumulacion de metabolitos secundarios deseables como los
compuestos fendlicos y flavonoides que resultaron en una mayor capacidad
antioxidante. No obstante, en concentraciones de 400 a 500 mg L™, los pardmetros
agronomicos revelaron que las NPs ZnO generaron posiblemente fitotoxicidad

mostrando una disminucion en el crecimiento de las plantulas.

Por otra parte, durante la investigacion realizada en condiciones de invernadero, los
efectos causados (benéficos y toxicos) en las plantas por la aplicacion foliar de NPs
ZnO fueron mayores que los causados por el ZnSO4 en las mismas concentraciones.

Las NPs ZnO a una concentracién de 1000 mg L™ afectaron positivamente la altura
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de la planta, el diametro del tallo y el contenido de clorofila, y aumentaron el
rendimiento del fruto y la acumulacion de biomasa en comparaciéon con los
tratamientos control y ZnSO.. Por el contrario, las NPs ZnO a 2000 mg L™ afectaron
negativamente el crecimiento de las plantas pero aumentaron significativamente la
calidad de los frutos, el contenido de capsaicinoides, compuestos fendélicos y una

mayor capacidad antioxidante.

Los resultados obtenidos en esta investigacion enriquecen la informacién cientifica
sobre las interacciones del sistema NPs ZnO-planta, y ademéas pueden emplearse
como un patrén de referencia para la produccion de chile habanero con el fin de
mejorar la produccién de plantulas, el rendimiento, la calidad y las propiedades
nutracéuticas de los frutos. Para la producciéon de plantulas se recomiendan
concentraciones de 100 a 300 mg L™, debido a que a estas concentraciones pueden
incrementar el vigor y el crecimiento de las plantulas, mientras que, para la etapa de
crecimiento vegetativo y reproductivo se recomienda una concentracién de 1000 mg
L™, ya que los resultados indicaron que fue el tratamiento con los mejores resultados

en cuanto a crecimiento, rendimiento y acumulacion de clorofila.

Para finalizar, es importante mencionar que los efectos que pueden causar las NPs
ZnO en las plantas son variables. Ademas de las caracteristicas del nanomaterial, los
impactos también dependen de las especies de planta y las condiciones del medio

ambiente.
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Introduction

Nanomaterials have great potential to modify corwentiomal agricultural practices.
Tron, copper, corium, sdver, 7inc and titanium derived manopartides are being used
as fertifizers (Liu and Lal 2015) or pesticides (Grillo, Abhilash, and Fraccto 2016).
Zinc oxide nanoparticles (Zn NPs) proved to influence plant amatomy, biochemis-
try. and physiology (Zafar ¢t al. 2016). ZnO NPs have been shown to be antimycotic
agents coatrolling infection and propagation of fungal plant pathogens such as
Penicilbum exparswn, Bortryts cinerea, Aspergilius flavus, Aspergdls miger,
Aspegillis fumigatus and Fusariten culmorum (Devipriva and Roopan 2017; Hao
ct al 2017).

ZO NPs also have been shown 1o increase seed germination rates (Rawat et al.
2018) and 10 promote plumulk and radide growth as wdl as biomass accumulation
of plants (Janmohammadi and Sabaghnia 2015; Razzaqg ¢t al 2015). Probably due to
its nature as an essential micronutrient, znc plays a major role m plag functioning,
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lke in auxin regulation by means of tryptophan synthesis and by being a cofactor in
the redox enzynwes superoxdde dismutase and dehydrogenasws (Narendhran, Rajiv and
Sivaraj 2016).

Venkatachdam et al (2017) zlso demonstrated the growth enhancement of ZnO
NPs in cotton (Gossypium firsutum L) plants In a simiar way, Ekzabath ct al.
(2017) verified that ZnO NPs stumalste some yidd attributes like number of flowers
and fruits; however, other metaks such as copper oxide nanopartickes at 1000 mg [L™°
induced significamt inhibition on scods germination and scedlings growth of Vigna
radiata (Singh et al 2017). Additond metallic NPs such as ferric axide (Fe,OJ), and
titanium oxide (TiO,) dso inhibited the germination of Oryza saniva seeds (Hao et al.
2016). Likewise, Pricster et al. (2012) detected plint growth and dminidhed yidd of
Glycine max plants exposed 1o CeOr NPs. As a result, the findings from different
researchers suggest both positive and negative effects on plant growth and develop-
ment by NPs, and it seems that thar influence on plants depends on the compos
ition, concentration, size and physical and chemical properties of NPs as well & plant
species (Siddiqui et al 2015),

The positive effects of NPs on plants are a result of the fact that the materials
applied a1 nanoscale change their physica, chemical and blological charactedstics, as
well as their catalytic properties, which, in tam, affect chemical and biological activ-
itics, such as the increase of nitrate reductase in plants, This impeoves thair abdity to
absorb and muke use of water and fertilpers, dong with the stimulstion of antioxi-
dant systems (Qados 2015).

Therefore, the aim of this study was to investigate the effects of ZnO NPs oa sced
germination, seedling growth and antioxdant emzymes of Capsicion chinense, since
habanero pepper Is an iImportant crop with increasing demand on Mexican and intee-
national markets and because, despite its growing importance, no rescarch has boen
done concerning the responses of C chinense 1o ZnO NPs.

Materials and methods
Genetic materia

The variety of C chinense used was Chichen Itza (Seminis St Louis MQ, USA), a
vigorous and carly maturing plant which may be cropped up 10 2 woeks before other
varieties. The fruits have three locules and an attractive orange color, characterized
by its high spiciness ranking 10,500 Scoville heat units when fresh and up to 200,000
when dry.

Charocterization of nanopartiles

ZnO NPs purchased from Nanostructured and Amorphous Materials Inc. (Houston,
TX, USA) were morphologically and structurally characterized by transmission elec-
tron microscopy (TEM) and high resolution TEM (HRTEM), and by sclocted arca
diffraction (SAED) with an clkaron microscope at 300kV (FE-TITAN 80-300kV,
Fisher Scientfic, Hilkboro, OR, USA). TEM and HRTEM mkrographs were
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processed by mwans of fast Fourier transform software (Digtal Micrograph 3.7.0,
Gatan Software, Pleasanton, CA, USA).

Treatments

ZnO NPs suspernsions with size of 18 = 8 nm were prepared. The initial concentration
was 2000 mg L%, prepared in sterfle dejonized water and digpersed with a probe son-
icator (Q500-110, Qsonica, Newtown, CT, USA) for 25min. The suspension was
diluted, and samples of 100, 200, 300, 400 and 500mg L™ were ued The dispersion
time and concentrations were standardized through a preliminary experiment.

Seed germination and seedling growth

The seeds were counted in lots of 100 per reatment, dissection Drceps were used to
place the soeds in 15am =20 am palycthylene terephthalate containers on two layers of
filler papers (Whatman, diameter %0mm). Treatments used were as follows: 100 mg L'
(T2), 20mg L™ (T3), 300mg L™" (T4), 900mg L™ (T5) and 50 mg L™ (T6) of Znk)
NPs swspongons. Control soeds (T1) were treated with distilled water. Treatments were
applied once during the imbibtion stage with a pipette (PIPETMAN Classic 1-10mi,
Gikon, Middleton, W1, USA). Ten milikters of ZnO NPs suspension &t the concentra-
tions mentioned above were added for cach treatment The seds were placed for 72h
into a test chamber (modd Equitec EGCS 35, 301 3SHR, Bjuitek Guadalajara México)
at 25°C =2°C with a photoperiod of 16 h light and 8h dadkness

Once the period of imbibition of the seed was completed, four replicates of 25
sceds per trestment were planted on Anchor papeor (Seedburo Equipment Company,
Hidalgo, TX, USA) The Anchor paper was mostened with distilled water, then 25
soeds were placed horizontally on the paper, taking care that the seed embryp was
located downwards; then another paper of the same size was moistened 1o cover the
seeds. Subsaquently, they were folded into a roll of 4 cm width, placed into polyethyl-
ene terephthalite baskets of 20cm width =45 am height, and taken back into the test
chamber for 14 days,

The bicassay was developed according 1o ISTA rules (2004). Vigor (V %) was
determined as percentage of normal scedlings of the total number of seedlings and
germination rate (G %), as percentage of germinated sceds of the total number of
seeds, recorded 7 and 14 d after seeding; fresh blomas per seeding was detenuined
after 14 days (Corral-Diaz et al. 2004). Normal seedlings were those that had root and
plumale, each of them with a total dewelopment of 20 am. Plunlke length was meas
ured from the root-hypocotyl inersection up to the cotyledon base, whereas radide
length was measured from the hypocotyl base until radide apex. Fresh biomass of nor-
mal secdlings was determined at the end of the bioassay with an analytical balince.

Enzymatic activities

At the end of the assays, the plantlets were placed in polyethylene bags and frozen
with liqued nitrogen. Ssmples were processed 1o determine peroxidase (POD),
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acorbate peroxidase (APX) and catdase (CAT) activity, Thercfore, 200 mg of tasuc
(plumude and radick) were wed for protein extraction according to Elavarthi and
Martin (2010). In a pre-frozen mortar. the tissoe was ground with liquid nitrogen
adding 0.1% polyvinyipyrralidone, the samples were colkcaed in centrifugation micro-
wbes, and | ml extraction buffer (phosphate baffer 100 mmol ™', pH 7, supple-
mented with EDTA 0.l mmol L™°) was added to cach sample The mixturcs were
centrifuged at 1200rpm for Smin & 4°C. Supernatants were stored at ~20°C,

POD activity

The activity of POD was determined according to Kwak ¢t al. (1995) using pyrogaliol
2s substrate. The reaction volume was 3mL which contained 15 ol protein extract,
2.5 ml. of phosphate buffer (pH 8, 100 mmol 1L.7%), 320 ul. of 5% pyrogalbl and was
rescted with 1654 of H.O: to 0.147 mmal L' (Sigma Aldrich, St Louls MO,
USAL The reaction was started by H,0, addition, and the absorbance increase was
meamared at 420 nm ewry 20s for I min, One unit of POD activity is defined as
1.0 mg of purpurogallin formed in 20s st pH 6 & € = 266mM "am ™.

APX activity

APX activity was determined as descrbed by Nakano and Asada (1981% following
the absorbance decrease at 290nm due to ascorbate oxidation. The reaction mixture
consisted 15 ul of protein extract, 885 sl of phosphate buffer (pH 7, SOmmol 17°),
SOul of 10mmaol L™° ascorbic acid and reacted with 504 to 10 mumol L H,O,.
The APX activity was expressed as the amount of protein that produces 1 mmol oxi-
dized ascorbate per minate (€ = 28mM ™ am™ ),

CAT activity
The H.O, decomposition was measured by the decrease in absorbance at 240 nm

according to Havarthi and Martin (2010). The reaction mixture consisted of 15 . of
the protein extract, 965 ul. of phasphate buffer (pH 7. 50 mmal [.7°) and reacted with
20 ul of 0.5 mmol L' H,0, in a reaction volume of I mL (€ = 004 gM~"cm™"),

Experimental design and statistical analysis

A completely randomized design with six treatnwents and four repetitions was
employedt the general lincar modd was ¥V, = p + o, + ¢, where the response vari-
able is Yo p the overall average, x the effect of ZnO NPs concentrations and ¢ the
experiments error. The experimental unit consisted of an Anchor paper roll contain-
ing 25 habancro sceds,

The data assesmsments were assessed by analyss of variance and the average com-
parison of the treatments by the Tukey test (p< 0.05) (SPSS Stuatistics, 21 Version).
To assess the posable limear (1) guadratic (Q) or cubic (C) trends of each variable
and treatment, an orthogonal polynomil analysis was conducted. In the analyss of
orthogonal polynomials, the trends L, Q and C were considered significant at a level
of p <0.05.
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Results and discussion
ZnO NPs characterization

In the TEM Image of ZnO NPs sample (Figure 1(a)), the quast-spherical morphology
of the NPs can be identified which sppear scattered on the mucrascope gnd. In
Figun: I1(b), a representative TEM image of a NP is showrn; lattice strips with a spac-
ing of 281 A can be observed, corresponding 1o lattice planes {100} of the ZnO hex-
agomal structure. In Figure 1(<), the size dstribution of NPs after 300 NPs counted
is shown,

Most of the partides (~75%) had diameters of 12-24 e, and ~30% displayed
sizes larger than 12 nm and smaller than 20nm. In Figure 1{dL a SAED pattem of
the ZnO sample, with irregular rings sssociated with plancs (100) (002), (102) and
(110) of the crystaline suaure.

Effect of ZnO NPs on seed germination and vigor

In Figure 2, the dfects of ZnO NPs on variabdes associated with the physiological
quality of seeds are displayed For vigor, an increasing linear trend can be observed
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(p=0.01) as the concentrations of ZnO NPs increased the seed vigor improved
{Figure 2(a)). The strongest incarease was found at a concentration of 500mg L%,
excoeding the control treatment (Omg 177 by 126%. Regarding germination and
fresh bomas, sgnificamt Efferences (p < 001) and quadratic wends (p < 001) are
observed. It Is mportant to note that, & ZnO NPs levels increased in a range of
100-400 mg [.7", fresh biomass was positivdy affected (Figure 2(b)). The maximum
blomas was attsined at 400 mg L', as it exceeded the control O mg L") by 114%;
at a concentration of 500mg L™, a small reduction by 9% compared 1o 400 mg L~°
was found

Scediing growth presented a similar trend; at concentrations of 100, 200 and
300 mg L° there was an increase (Figure 2(c)k the highest growth was attained with
300 mg 17", exceoding the control treastment (Omg L™°) by 250%. Howewer, at 400
and 500mg L', there was 2 slight decrease (7% and 1%, respectively), compared to
the 300mg L™" weatment, at which the highest effect was observed Analogous results
were reported by Burmman, Saini and Kumar (2013), sdnce the maximum response
with respect 1o shoot dry weight was observed in chickpea scedlings treated with
15mg L™ ZpO NP, whereas a1 10mg " the NPs exened opposing effects on root
growth. This has dso beon reported by Rameshraddy ot &, (2017), showing that ger-
mnation and secdling growth are stimulated at low concentrations of ZnO NPs,
whereas high concentrations may be phytotoxic In the present study, there was a
dear response of the habamero pepper seeds to NPs treatments; a strong effect was
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Hgure 3. Mumule and radicke length of € chinerse seedings due 10 the effect of five ZnO NPs
concenlsalions.

detected on some physiological and blochemical traits. Tn Figure 3, the effects of NPs
concentrations on vigor and sceding growth are shown.

Pandey, Sanjay and Yadav (2010) and Prasad et al. (2012) previoudy reported the
encouraging offect on germination by ZnO NP on chickpea and peanut seeds. The
apparent rcason for the simulating effect on germination is the penctmation of the
NPs into the seads which allows water and micronutrient Zn imbibltion, accelerating
mobilzation of reserves supporting the first stages of the germination process (Lin
and Xing 2007). The presence of ZnO NPs during germination leads 1o hormone bio-
synthesis, especially auxins and gibberdling, which promote the seed reserves molel-
ization, resulting in seodlings with greater length as well as promotion of growth and
vidd (El-Kereti et al, 2013),

Krishna and Natarajan (2014) suggested that the beneficisl effeas of ZnO NPs
could be ascribed 10 a higher activation of enzymes like x and f amylase which are
responsble for the metabolic reactions at the gormimation stage. Morcover, the level
of indole acetic acid in roots and sprouts could be increased which in turn raise seed
germimation vigor and seedling growth. Thus, the improvement of the characters
asodated with physiological quality of the wods is attributed to the fact that metallic
NPs induce photosterilization reactions and photogeneration of ROS like superoxide
and hydroxide anions which in torn stimulate lon penetration and promote water
and oxygen imbibition, neocssary for faster gormination (Gokak and Taranath 2015)
On the other hand, Hatami, Ghorbanpour and Saklsagomand (2014) stated that
TIO, NPs application stimulsted seedling germination of medicmal and aromatic
plants but this msponse was dependent on NPs concentration and plant genotype.

Almutaini and Alharbi (2015) pointed ot that the use of nanomaterials is increas
ing because of their posdtive impac on different sectors, Induding agriculture. When
they used sdver NPs the emergence of Zea mays, Citrullus lonatus and Cucwrbita
pepo plams was facilitated. Enhanced growth and yidd on some crops may be linked
10 the potentisl nutritional value of NPs, especully for the micronutrients essential
for growth and defense (Servin et al 2015).
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Plumule and radide length

ZnO NPs positively influenced plimule length (Figure #a)), seaching 45cm at 300 mg
L', exceeding the control sesdings by 3.4 co, o 25%. At 400 and S0 mg L', plumule
kngths were 43cm o 45% shorter than at 300mg L™°. The maximam point estinxate
for the guadratic modd function was 310mg L=° The trend was simiar for radide
growth, do dhowing a quadratic dffect (Figure 4b)). Radick growth increased up to
300mg L™° ZnO NPs, reaching 4 am exceeding the control (3.4cm) by 17%: while at
400 and 00 mg L' docreased by 5% and ™% compared 300 mg L7, the maximum esti-
mated wsing a quadratic model (Figure 4)

It s known that ZnO NPs promote the growth of seedlings and plants (Siddigui
et al. 2015). Prasad et al (2012) showed that treatment with ZnO NPs at 1000 mg
L™ improved physiclogical and biochemical properties in peanut seeds, resulting in a
vigor increase as well as root and stem elongation, in contrast to the present work in
which greater ZnO NPs concentration adversdy afiected the lengths of radicdes, This
result is In line with previous reports; for ingance, Boonyanitipong et a. (2011)
stated that 500mg L™° of ZnO NPs inhibited roots dongation of Oryza saniva seed-
lings. In a similar way, the effect of ZnO NPs on Alkum cepa scedings revealed that
plantlet development increased & concentrations 10-20ug mi ' of ZonO NPs, dimin-
ishing at concentrations 30 and 40 ug mL ", which suggest phytotoxic effects (Raskar
and Lawarc 2014). In addtion, Lin and Xing (2007) demonstrated that 2000 mg R
preventad root growth in Ruphanus satives and Loliwm perenne seedlings, notiing
that this occurred during seeds Incubation and not during the imbibition period

In studies conducted by Narendhrman, Rajiv and Sivaraj (2016) stated that the appli-
cation of ZnO NPs extended the length of the roots of Sesamien indicam to 0.1, 025
and 0.5mg L™, and at concentrations of 1.0 and 2.0mg L', they describe a
decrease, However, it is difficult to establish a wsponse modd of the effects of ZnO
NPs on the physiology of plants, since the offect depends an the species and concen-
tration (Lin and Xing 2007; Arruda et al 2015). Our resalts suggest that the low con-
centrations of ZnO NPs (100-300mg L™°) induced the growth of the plumule and
radide, whereas higher concentrations (400-500 mg [.77) inhibit the growth of the
seedlings (Fggure 3)
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Antioxidant enxyme activity

Antioxidant crzyme activities were analyzed to dotermine possible phytotoxic effects
of ZnO NPs. In comparison with contral, all ZnO NPs treatiments entailed a dgnifi-
cant increase (p<005) in POD activity (Fgure 5(3)). The highest actwvity was
detected at the concentration of 400mg 17" (47+05U mL™"), being 23 tinws or
135% higher than control (20= 04U, mL™").

This suggests that ZnO NPs stimulated the antioxidant defense system, being the
first toxic effect detected when NPs enter seeds and phnts (Lépez-Moreno ¢t al.
2010; Ghosh et al 2016). In a similar way, Dimkpa et al. (2012) noticed that in
Triticum aestivum application of 500 mg L' ZnO NPs increased POD activity. This
enzyme is part of the antioxdant defense system, converting H,0O, Into water and
oxygen. providing protection against oxidative damage (Manke, Wang and
Rojnasakul 2013; Chang et al. 2012)

The Increase in APX and CAT actuvmies (Rgure 5(bc)) was simiar to that of
POD. 7ZnO NPs produced a concentration-dependent inceease in APX activity of C.
chinense scedings: at 400mg L~' concentmtion a four-fold increase or 300%
(04520020, mi *) was found compared to control (.11 =005 mL™ ") and at
S00mg [~* the activity of APX decmeased to 03120050 mL~% CAT activity
(Figure 5{(c)) at 500mg L' ZnO NPs the madmum value (0182001 U, mL™7),
exceeding 6.4-fold (544%) rdative 10 control (0.003 =0.0001 U, mL"")
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As the amount of ROS increases, the activity of APX was lowered. Interestingly, at the
same clroumstances, the CAT enzyme activity was ncrezsed, which probably indicate that
the antioxdant enzyme system & adapting to counteract excessivwe production of ROS As
previoudy demonsrated, when the cellular concentration of ROS increases due to biotic
and sblotic stresses, the balance of antioxidanm delense systems in plants can be inhibited
or modalated 1o awoid oxsdative stress that causes lpid pemoxidation, protein oxadation
and fic ivhibition of mtioxiduy cwynes (Sharma ot al 2012; Prakash and Chung 2016).

Conclusions

In this work, all reatments with ZnO NPs had a promoting effect on germination, as
well as In seeds vigor and seedlings growth, therefore. they have great potential to
enhance agriculture 2 nanofestikzer. The increase of ZnO NPs in a range from 0 to
300mg L', lnproved the devdopment of plumule and radide, while at 400 and
500 mg L™, presented a decrease in both tissues. As a reault, high concentrations of
ZnO NPs could be toxic for habancm chili plants growth, The results also noticed
that by increasing ZnO NPs there was 2 sgnificant increase in the activity of antioxi-
dant enzymes, such 2s POD, APX and CAT, associated with oxidative stress. These
results contribute 1o explain the effect of ZnO NP5 on germination and seods vigor,
besides the possible phytotoxic effects on seedlings.
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Abstract Theefocts of zine onide ranoparticles on seed geemination and seedling groweh of Capuicus
ovuzem L were determined in this research. Total phenols content, total flavonoids, and condensed
tannins, as well as 2 2-diphenyi-1-piaythydrazyl (DPPH) antionadant capacity was desermined.
Resuits indicased that tmatment with zinc awide manopartcles (ZnO-NFs) improved sced germiration
rate during the firt meven dayxn. The soed vigor germination increased 125509, 129.40°% and 9L17%
by fmatment with ZoO-NTs suspersiona 38 100, 200 and 500 ppen, mspectivoly, The marphological

totted =vealked that ZoO NP treatments did not significantly affect plumule development,
but they had 2 sigrificant impact (p < 0.01) on radicle length. Seaperaions at 100, 200 and 500 ppen of
Zn NP5 inhibited seedling radide growth and promoted sccumulstion of phenolic compounds
with 2 phytotoadc effect in thes ongan. Resules suggested that zine ondde nanoparticles influence sesd
vigor and seediing developmernt and promoted the accumulation of desirable phenolic compounds
in the radick.

Keywords 700 nanopasticles; otal phenoln; total Savoncids: condeneed tarmines: grow th; pepper

L Entroduction

Nanotechnology has drawn the attention of researchers in reoent years  The termn
“ranctechnology™ may be definad 3 the design, synthesis manipelation and apphication of atoonic o
molecular agspogates with 3 disnension betwoen 1 and 100 nm [1]. The enginearing methadalogy and
procesaing thae produce metallic nancparticies (NI's) alter their physical and chemical propertiss, s
well a3 thelr reacsviry due o its small size and high surface volume rano (2] This new sanomaerial
technology has been 2pplied to modern and sustainable agricultus: practioes as innovative synthesic
pesticides and posential fertilizers in the new green mvolution [3]
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ducscide (TIOy) for agricultural uses has cxeated potential nanoferslizers [4). Stnce ZnO plays 2 vaal
ol in phy=ologcal and anatomacal responses, zine oxide nanopartice s (Zn0 NPs) ase mostly usedmn
agncultural applications [5] Zn() partapates in regulation of hormone metabolsnx it modifies aaan
levels through tryptophan biosynthesss, and it is essential for activation of several enrymes, such as
suporoxide dismutase and dely drogenass [6]. ZoO-NTs could pomntially be applaed as bacteriostatic
agents to control the spread and infoction of pathogena [7] as well as 1o enhance scod gesmination,
sediing vigor indes, plusnule snd radacle nght (5] In sscent years, the sceds gernainstion presnoting
action of ZnO-NPs employing various plant species have been cosfirmed |5). However, some authors
M\!xpawdp}mx*molm[m}

s 2 Tmain conoetn in the apphcation of nanomarnals duning seed germnination
and seedling growth [11] becaume of seed germination is particalarly sensitive to stress condiions.
Application of ZnO-NPx as nanoforslizers can prodece toxic changes in biological activity relatwed o
metal basad NPx, sach o production of smactive oxypgen spuces (ROS) [12] NPs isduce onddative
stas in tisaccs, whsch may trigger thelr snctabalisen and se sl in inoessed production of secondary
metaboltes and improved antioaidant activity (131 These physochemicals aw responsible of the
newtralization of toxic free radicals and prevention of excessive oxsdation reactions [14). However,
the phytotoxicty mechanism of Zn-NPs during germination and seedling growth has not been
established [15].

Reent tosts on seod gorminaton and growth of plants freated with difierent NFs types and
concontrations have shown thoir possibie shoet-torm phy totexciaty [16]. However, no studios has
specifically addsosmed the effocts of ZoO-N's v the biceynthosia of diffesont typen of socoeclary
membolites and their biclogica] effect on seed germination and early growth of Cansaum oo
L seedlings Thus, this research emploved Cpaom ovaoum L as 2 mode! to define the effects of
ZnO-NPs on seed germination, seediing grow th, biosynthe sis of phenolic compounds (total phenols,
flavonoids. and condersed tannins). and DPFH ansoadans capacity of extracts from scedlings o posed
o ZolO-NP=

Z Materials and Methods

Z1. Plan: Mat ol

The Capsiaust avnuien L variety employed in this research was San Luis (Hydro Environment,
Tlalpan, Mexico) This variety produces large fruits (12 to 1S an loag on average) The plantis very
wvigerous, and its camopy provides excellent coverage. The harvest is semi-concentrated and uniform,
and it is recomenended for fresh market corsumption and dehydration processing.

L2 Characterizatean of ZnO-NPs

Zo» N¥'s were purchased frors Nancetructured and Amcrphous Materials Ine. (Houston, TN
USA) NFs were characerized morphologically and strocturally by trarsnission electron microscopy
SAED) usng 2 FEFTITAN S-300 kV icroscope operated at a 3 kV acoeleration volage (FEFTTIAN

§0-300 kV, Fisher Saontific, Hllsborn, OR, USA) TEM and HRTIM micographs weme processed by
Fast Fourer transformation software (Digital Macrograph 37 0, Catan Softwam, Pleassnton, CA, TSA)

23 Tredments

ZnO-NF suspensons were pepared at 100, 200 and SX ppmn based on the studies carnied out by
Shesewy etal [17] and Salah et al [15] To essume uniformn disperson, all suspensions were sonacated
with a Q500 sonicator (Oworsca Newtown, CT, LSA ) for 25 min at 120 volts-3 ampa, and 50 to 60 Ghe
Preparation pr of the suajensons with ZnO-NT" was castied out bawd on a methadology almady
established by Reddy et sl [19)
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24. Sond Gemmation and Sondling Groecth

Seeds wer counted in lots of 100 per treatment, and placed in a Fetn dish (15 an < X an), sbove
two layers of Slter paper (Whatman, 90 mmn diameter) usng tweezer. Four meatiments were applied
s ZnO-NTPs saspensions, 0 ppm (T1) (control, reared with distilled wases), 100 ppm (T2), 200 ppen
(T3) 500 ppen (T4). Ten milliliers of cach ZaO-Ni's suspension treatment were taken with a pipetse
(Fipetman Classc 1-10 mil) and added to the seada for imnbitition. The Fetri dishos wore then placed
for 72 hiin 2 growth chamber (Equitse moedel EGOS 25, 301 2SR, Equitk Guadalsjars, Mexien) 2
25 °C = 1 "C under a 16 b b Lghe dark photoperiod.

Once the seed imbibition period was completed, four mplications of 25 seeds werne planted per
mphcation for each teatment on 2 sheet of Anchor paper (Seedburo Equipment Comparry, Des Flaines,
[, USA) The paper was moistemed with distilled water, and the seeds placed horwontally on the
PapeT ensuring that the esmbryo was onened dowrwards. Then another sheet of paper was mossened
to cowver e soeda Subsoguently, the shoots wore Solded into 3 soll, abost 4 o= wide. Onoe rolied, the
shocts wese placed in polyethylono sorephthalste baakets (20 cn « 45 am) The baskets were placaed
back into an BOCELS 301 = chamber (Equite, Madesd, Spain) 2t 25 "C and 75% relative humadity foe
34 days.

The bicassay followed the Intermasonal Seed Testing Assocation (ISTA) prosocols [20) with some
maodifications. Germination vigor (V%) was calculated as percentage of normal seedlings Srom the
total pumber. Germination rate (G%) was determined as peroemtage of germinatrd seeds from the
total meed bor Both variables weoe =corded at7 and 14 days afier sowing A normal scedEng was
cormidered whon it had 2t least 2 2.0 on radick an=d pl fo kagth Mumub brgth was mwasumed
froem the radicle hy pocoty] intersection to the base of the cotyledon, while radlicle lesygth was measused
froen the base of the by pocoeyl to the apex of the radscle. lhybbnn--eg&apetaeplmunnwu
determired 14 days afer planting with an analyscal balance andexpressed mmg seedling ¥ accceding
to Comak-Dazetal [21).

2% Extracton of Free Phenolic Compamds
Dry beormass sccusnulation was wsed to geantity plenclic is ant to e

»

ansoxidant activity asccoeding to Loper-Comtreras et 2l [22]. Dry plumuie and radicle tissues wes
milled and sieved 1o obtain a partick size <05 run (mesh 35) One hundred milligrams of sample
were homogenized with 3 ml of 80% methanol in a screw cap culture tube, and stirred for 1 hat
200 rpen. Afser that. ssmples were centrifuged at 4500 x g, supetnatasts were reoovered and stoxed at
—20 °C untl they wem used for phenolics and artioxidant capacity analyss.

26 Total Phenals Comtent

For this procedure, 0.2 ml of the extractwere taken and 26 ml of dissilled warrand 02 ml of
Folin-Ciocalteu magent wese added. Afeer 5 min, 2 ml of 7% NayCOO; were added and the solution
stired for 30 s. The solution was plaoced in the dark for 9 min. and the absorbance a3t 750 nm was
measured Total phenols content was reported in milli grams of gallic acid egeivalent per kElogram of
sample (mEGAT kg~ 1) calculated from gallic acid calration curve from 0 to 200 mg L.

27. Tetal Flevonmd Cong ot

Determination of total flavoncsd congent was based on the reaction of the ANCI-NaNQ-NaOfH
complex, wheae 0.2 mL of the extract were taken, and 3.5 ml. of distilled water wese added. Then
QA ISml of 5% NaNO,, 015 of 10% AXCI; and 1wl of 1 M NaOH were added o0, 3t 5 min irservals
each. The maction was left for 15 min and after that, the absorbance at 510 7en wan measured. Total
flavoroid content waa reported in milligramas of catechin equivalent por kilogram of memple (sgCathi
kg ') eslaslatsed freen catechin calibeation curve from 0 o 200 mg 1%,
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2 E Comden=sd Tammins Cordh et

Cmdau:dnmhumtnrwud:tmhzdbj I:h:'l.raniJl[n-Hgﬂ:mpExma:ﬁan Fromm the
extract 025 ml wer taken and (LES mL of 1% vanillin wer added; affeneweards, (L65 ml of 25% HoS0y
were added (vanillin and Hy50 were dissclved in methanol). The reaction was carmed ocuat for 15 min
at 30 ", and the abscorbance at 500 nm was me asared. Cmbch:nsadmnnimmﬂznrwaurepm'h:dm
milligrams of cabechin equivalent per kilogram of sample (mgCatE kﬂ;"], calculated from catechin
calibration cumvee from 0 1o 200 mg L1

18 Determmation of DFPH Anbicddmt Copaciy

Antemidant capadty was measured by medwcbon of the absorbance of THPH
2 2diphermyt 1-picrylhyd mzyl) radical in the presence of the evtract A 680 pb DFPH working solution
was prepared in B methanol and its absorbance was (95 at 517 . The samples wene ested by
mixing L% ml of the extract with L5 mL of the DFFPH working solution. The saction was allowed to
cantinue for 3 min and its absorbance reading taken. Antiocidant capacity was eporied in millimols
of Trolo: equivalent per kilogram of sample (mmol TE kg_.l:l_. based on previously built calibration
curve with Tralox at coneentrations from 0 to 500 mmol L1
110 Statistioal Analysis

The experiment was sstup using a compleiely randomired design with four treastments and four
mplicaﬁun:.Th:pFrEral]'n'n:rmnd:lwauTﬁ:-prﬁ +q::wh=m="r'.|1-ﬂ1:mq:lm'u=vm'i.:b1=;p-
EE‘H:‘I’HL:II‘EEI.‘I;EE = effect of ol -MNPs mn‘h’al:inn.:_:eﬁ; --:l-c]:l-:ri:n:nhl.en'm 'I'I.'h:ﬂ]:n:ru:rh:n'm] unit
wizs a ol (folded Anchor paper) with 25 seeds. Fesults wers reported as mean 4+ standard deviation
of four samples. The statistically significant differ=noe behwemn samples was anahrred with a oneway
ANOVA and treatment means were compared with a Tukey Test (p =< L05) using SPS5 statistical
package version 21.0 {5P55 Inc, Chicago, [L, UISA])

i Results

A1 Cheracten zatiom of Zn- s

Figure la shows a typical TEM image for a Zn(*NPs sample. The morphology of NPs is
quasi-spherical, as the micrograph shows These NPs appear well dispersed within the TEM grid.
Figumne= l'b:hnmadna:act:ri:ﬁcm{[magznfamnn]:urﬁch hthi:[ma.gz_.hﬂ:in:rh'ipua:
d:arl'_!.rnhunedwi.l:h.:||lpal:inﬁ;|:l:F13[A,mrmm&=hrﬁmphﬂlufalﬂmﬂzﬁmﬂe
strochure. Figure Lo shows the siee distribution of the WPs caloolated from mone than 300 partickes.

Most af the particles in this sample {(~75%) have diameters between 12 and 24 nm, and ~30% are
larger than 12 rom and smaller than 20 rom. Figure 1d showes 3 common SAEDD pattern of ZolY sample.
This patern show s megular rings assocated with planes (10, (032, (1F2) and (110} of the crystal
strucure of zinc cxide .. The SAED pattern was assodated to a coystalline phase of zinc oxide.
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Figume 1. The macoographs showe & 7ine owiade nanepartiches a0 NP) samplo. {2) Trpacal toassosisson
B & (TFM) inage of & nancparticly, (b) T)yi.el BipA rosodalion tranamisecn ¢k toon
b Oy GEIRTIM) skcrograph of & anopertich, () See deanbution of NP (&) Ty,...u -—band
e diffracticn SAED) paltern oltaed fue e ass cbarved o pand (a)

22 Pt of 70O NPz en Gomangion and Viger

The Rguse 2B shows that germination percentage had no sigrficant statistical differences
& < 0566). However germunation vagor on the seventh day showed sgnificant effects (p < 005k viger
at 100 and 200 ppm was 5(166% and 52L00%, mepectively (FRgare 2A). These valoes increased over
the control treatment (0 ppm) by 123.5% and 129.4%, mpoctively. At a S00-ppen concentraSon, the
permination vigoe decmased by 15.4% in comparison to the highest porfosming treatment (200 ppen)
These sosults indeate that ZoO-NPs application at 100 ppen and 200 ppen increanse the emergenae
speed of the plumule and radicle dunng the first seven days. However, this response depends on
concentration, but at 500 ppen of ZnO-NTs 2 decrease in the vigor was cbserved.

é'.' Z‘ﬂws
_g,a

i :

g™ H

2 2l i

e ' .
Treatma s (ppes) Treatments (ppm)
Figwre 2 Vigor (A ) and gp corsnation (T) paom ntagy i Copeaos ammsen L wods tvated with Zo0aine
o neoparsches oD NI af Jith sent conosetrations ©1 100, 200 and 0 powa). The bues svpove nt
the e (2 = &) 4 dandand deviation TRE ont bilors sy statntioaly Jifkh et (Tubey < 005) and
pvew el Sw Sillom noes e baven n Wvatowala
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33 Bt of ZnO-NTs on Sondling Groscth

Ihe Table | shows the e fiect of Zn(O-N¥Ps on vaniables associated o seedling grow the. Plumule
kngth was not sgnificantly afiected (p < 0724) However, radicle lkength responded signiScantly
p < 001) to ZoO-NPs doses: as the concentrason increased, radicle lengzh decreased by S0.0%
(100 ppm=) 51.9% (200 ppen) and 54.5% (500 ppm) The same trend was observed far dry Somans
woight, Fven though the treatments wore statistically siméar (p < 0155), dry Biomass accumalation
gradually decteaw d from 100 1o 5X) ppen (Table 1) The S0 ppia treatment causcd the highent Bsomass
redocnan with 5.5% to the control teasment (0 ppm). This sesule indicases that radick grow th = highly
affected by ZoO-NPs toeamme rts (Figume 3)

Tabde L Bt of 2ine ouide Mpopertiches (LAANP on plunde end radiche kenpth, and neeh sowdbog
it of Caps conr oonaor L

Treats nts Plusmuke length Fadiclke Leagth Dy Secdiing Hlomass
ippa) ) {can) Lmg Seedling 7)
0 APoxw* Mxn=2&* 4573 + a7e"
1w 145 =030 S5+ LY 4413 + nsse
20 186 = 039" 522 + 1Las® L8+ 457"
LN Adl = 0x* LS 4158+ S0t

Valoes sov S swveragy of fowr replicators. Meses (7 = 4) £ standaed devintion. Diffew st lethers wne statstcally
hffcscre (Ndacy, P v S05) and mopocant the dffon nacs Betwoan teasmcots

]

|
200 ppom

100 ppm

Control

Fguse 3. Etloct of 2o ovade saopartacies (2ol NI on growh of Capaass pomcon L wedlisg Fach
sovdhng foptoantod o oxperawetal ural

4. Bffext of ZeONPs on Phardsc Compaueds Conttoant and DITH Asticeidee Actiotty

The results indicate that the phenolic compounds comtent in the plummsle were not affected by the
spplacation of ZriDNT to the soda (Figum ). On the contrary, $hem was 3 nigndicant ofect (p < 001)
in the accumulation of phenalic compounds in the radicle since the incresae of ZnD-NT"s fram 300 1o
500 ppmy, stimeslased the accumulation of toeal phenols froen 35088 = 23.99 (100 ppm), 49380 £ 256
(200 pom) and 539.11 = 15670 mgGAE kg * (%0 pem) (Figumre dA) exaeding the accaumulation in
the control treatment (0 ppm) in M485%, 249 9% and 282%, respectively.

This behavior was also obeerved for the conent of total flavonoids and condensed tamnins
(Figam (R.C), in radiclkes exposed to ZrO-Ns. Plants treated with 500 ppm Za0O- N7 accamulated the
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highe st conoeniration of total Bavonosds and condensed tamnins with 33184 4 28 34 mg CatE kg and
10156 4 286 mgCati kg1, respectvely, and exooeded for 164.4% and 627.7% the contral treatment

o = ™ T4
Flgus & Mool contest bn Cpases sotson L wedlngs e d with Za0 NP (A) Total plencls,
(B) P A, (C) Coenulh 3L (D) Astion idant copacity (DPFH) (sudlimok eguscakants of

Teolow pes Silogrus of semphe (mmolET kg ') Vahaes as the averan of foar aputitions. Means
00 = 4), Bars s pasent D standand devsstion of Ow swary Duffesnt kit an statitscadly diftesent
(Fadaey, p == (L0%) sl s pasent the JEfferinions bt e Watomns

Figure 4D shows the results for the antioxidant capacity determined by the DPPH method.
The DPPH antionadant capacisy valoes wene 4932 = 7385 mmol ET kg~ ! to 5231 2 15.23 in plumule
and there were not statstical dafiem noes among Seatments. On the other handd, the antionadant capacty
of theextracts from the radicie dhowed significant dierenoes (7 =< 001 The highervalurs wese found
in the 500 ppia of Za0-Ni's treatment, with 2002148 | 127,88 menol TE kg, and this treatiment was
1281 legher than the consrol treatsnent () ppen) This behavior & sirsdlar to the ane cbescrved with
el phenolic compounds in the radicle; the highest concentration w as cbtained with the 500 ppen
ZniO-NPs teatment

4 Discussion
Increawd omergence rate of shoots is causod by an enlarged condantrason of ircdole acetic acid
(TAA), ax s renult of waker and nano nutrients Sllng the space between a3 selective p e 2

under the sced coat and the intraaellular space in the parenchyma of the sced coat In turn, thes
events may increzse seed vigor in the first day's of germanation [25) Additionally, the beneficial effeces
of ZnO-NFs dunng germimation leads to hormone biosynthe sis, espeadally auvins and gibberelling
that promotes the degradation of seed resetves and increased seed vigor [24). The snprovement of
characeristics amocated to physiclogical qual®y of $he soed may be attributed %o NI induecement of
photoscrmitiration mactions and photo generation of active ey such 3s sup scde and Bydroxid
anicna. These reactiosa stimaulate the ion ponotzaSon and proenote water and exyen imbilstion,

ary for e dnation [25] Studies carried cet in seods and seadling of rag (Snger pullet)
Mtdtcdtﬂse‘bﬁ)%umﬁmﬂnvmo!lsﬂ%wmmhd 1000 ppen
was reporeed, while at 1500 ppm a significant reduction of this parameser was cbserved [2¢] Similar
resalts were found in Capacem @munex L sceds exposed to 075 g of ZnO-NPs, increasing vigor index
sagnshcantly (7%} [ 7] = this study, conaentrations of ZnO-NPs in a range of 100 to S00 ppm afiected
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negatirely the oot growth and ales led o 2n mcerase in necrerey matic antiovidasd e, ol phonols,
fervareids and eondensal tapniss. The fog and s Labiak of e cotrponres i the fot
wizs depended on the soncessryiion of Fal-NPa Siedler fe el wete reporicd spphying el -Ri's i
seeds of Bradoe myre, oberining s negeence clest in the root growth and resplied in an neease of 79%
of DFFH radical scavenging activity and an inoresse in phenolic compound s was also obvined [S)

Im potato plamts, the applica@on of Ze0-MNPs moressed the tolal phenalic compounds the mose e
wae of 1%, 2% and X%, respectine 'ty at concentrations of 1K, 300 and 5N ppmn. mepedieely |15
SmElar weults, in the mrorntmation of pheoolic coepoauida weee deweted im0 an extraaelbular
madhi=n which mncoasnd 125 5% amd 72 1%, 'pqn-:hvulF. in Arferoepies plada e {l.-l.-'phl'rn'.p]qnd
Hasnsforoceus plasislis (sdcroalyas) afes toostmmentn with 100 eng L7 of THOLMNE The insrass wes
ansncinted with ol detive s ss dies bo the production of bydroges peroide [259]

Althousgh ik has been demosstrated thet the appliction of MNP's 2o} afiecs the plarsiodoge and
i ochemisiry of plants, there are soll generzlired debaies and 2ambiguaties wegarding the ffeds on
the secondary metabolizn of the plant [15] Maamly the effect of MNi's on the phenolic composands,
snoe these maolenules play Enportant roles in the yirld and adaptation of the plant. in esponee to
binSs and abiotic sorear s [5], Therefoon, 5t & 2 prinsity o underetandd the integral functicsing of the
socnmdasy metatulism of tho plast, in sapon to the appBeation of N as o peasible grocestos of
axidasve siscs.

The efiec of Lrd W during germinsrion and ssedling growth has been seported peeviousiy
honwever resuls report positive effects, = well as phyicaoic efiscs. Resposse varnizhility is mainhy
e bo NP nature, sire, conceniration and genotype of the evaluaied species [51]. Inthe presert sy,
application of Fnlk-NTs affected radicle developmment. B et be mentioned that radiche growsh index
s wikdely uard ax am irclicator of phytotoxicty sinoe it is a kighly senstive o soese conditions |52
The radiche @ the t nachee of e wend osdnre 2o is Seeefore the Bt Beue evposed o cecossare
enmaentration of Znlk NP [12]. For this reasen, the adverse cffects obacnved w ese mese cviddent in
radicles tham in showis. This sisggesis that radicle elonga Bon was miote sersitve to 2l NPs ioadcny
them shoot elongetion, the differsntisl s radisviny might be explained by disec soposure of radides w
Zni-MPs suspensions [35].

The vaniation in radicle growth could be caased by the presenoe of Znl-NPs or dessolved zinc
ione imerfering whith madide biocdhemistry and physologr. This interferenoe prosobes vamiation im
raclicle bagth and diry biomam scomralation. Studies in cadich, Iettuae, cucumber and arat=dopee
have mentiore) mbibiton and varistion in sadsde growth sl are agroe whith our sosedts [ 2250

This ishikiban migght be afribuied to fwo main cffedta: (1) a chomies] sty dependess on
tebease of [ioxcic) bons, such as penerration of rynoesize particles and dissolution of #n°° lons froem
Eniy; [F) soress or stmnbos cavsed by the surfsos, size or shape of the partdes | 56]. Toadoby athigh
onmetrabons i i aoord anae to the Shelford s tolerance law. Beducbion in radide length and plant
rinenams might be 2 conseguenae of erichy caesed by nanopartice absorption by the plamt foom the
media ard irdes or inderoellular sccumrmlaton [

Seudics vaing FalkNTh reporied phytotodsifrin premination of com [Easmaye 1) 2nd cocumber
sy sffems [_) scexls [35]. The resiles indieabed inhibation of redicle develnpenent by the presenee
of Fnlk-Mi's Addisiceslly, the poteriis] tombeiry of ron (Fe) NS using thees iypes pertiele siees (1
i 30 nn) on germination of barkey and flaw was shadied [39]. 1ron B¥'s afieced germinason, bt
shoot growth was mose senstive to them On the other hand, some seedlings subjected to high
oonomimatsions of Cily NPs suffered a redacson in relatine growth mie modified geoe exprression, amd
altrr the groeration of neactive eygen species. [0)

[ thes studdy, the oealts indicate that Fol kWM tmatmeni afiected only the swsrphologr of tke
!::E.:'h',ﬂl:rh:FhrI:t:ni:-uﬁdM:n-dﬂiﬂ.ﬁw [ T Mlﬁdillﬁhuhl‘n:ﬁv:ﬁnn:ﬁ
secmndany menbolism in this dsse [41]. The Enk henveen ROS sl s enaelary skgnaling mese ngers
ﬁmhﬁdhhmiphnnﬂ!mﬂdﬂmdﬂcmﬂuyphmm%ﬂmﬂbmﬂmﬂ.un
plaws a vital rode in the plant esponse o NP meamment [ 15]
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Greater accurnulation of secondary metabolites in the radide. & the mesult of inceased ion
mlease Som ZoNPs Zn'*) their rapid absorption and solubility during germination and
accummulation on the radde surface, and NPx entrance into the radiclke orlle that gemerate exoossive
ROS accumnulation [42] The offoct of Zo0O-NPs om racdiclos can bo explained in two wayx: (1) the rele
of zine in biochemical peocens, and (2) the roke of ROS [9]. Ahough »inc is an impormant clement
for many metsbolic procssses, at high concentrarion it inerfeses with the cell division and induces
oxidanve stoess [33]

A common conseguence of damagng ROS levels is damage to cellular macromolecule s, induding
membrane Epads which leads to all death and decmmases shoot grow th (4], Metallic NPs can also
damage other macomolecules such as DNA and afiect odl divasion [L5]. In addition, it was affirmed
bofore that pasticles trigger alterations in Ca?* and ROS levels isvelved in aoll sgnaling and
complex morphalogical, phymiological and Bochemical snodifications at the cegasmm kevel [§65])

Plangs activste ercymatic snd non-eroymatic antonidant defense mechasiama to eliminate evoens
of ROS that mitigate the effects of onddative stress caused by ZnO-NFs. Actvation of secondary plant
metabolsm is the main defense mechanism, and synthesis of phenolic compounds is cucial [1I7)
Phenolic compounds play 2 prominent role in ROS detondfication and their concentration may vary
sigmificantly |47] and they also act as electron domors i detonafication mechanisss in onganclie
stractures [£5)

Dusring the stress caunced by heavy msctals, phenolic comgp du act as snetal chelators and on
uMMthmwnModm”MMdmbM=m
properties, which can play an impaortant role in the sbsorption and reutraliz stion of free radicals, the
extinction of singlet and triplet oxygen or the decompasition of peroxides [45) Theredore, increases in
ansonadant activity of planss ex posed o NPs, is mainly due to the increase in phenolic compounds.
which are powerful scavengers of ROS and ame also capable of inhibiting e e ymes that produae fee
radicals [50]. Howeves, its anSoxidant action les maindy in its chemical stracture. The main classes
of phendlic compounds are defired according to their carbon skeloton (phenolic rfingn and chemical
groups attached to them) in phenalic acida, flavoncids, stibenes and lignans, being the firat two the
most coenrnon in patuse . Several thousands of phenalic compounds have boen Sdentified in plants
and akhough & aimest mpossibie to know the rature of all the phenolics present in 2 single sample,
it is desizable 20 know the main dasses of phenolic compounds peesent in it [51] These compounds
have several functions in plants, one of the main ones is the improvement of the phenylpropanced
metabolisen and the content of phenolic compounds depends on the different environmmental factors
and stress condiSons [52]. For example, the synthesic of isoflavones and somme other Savoneads is
induced when plants ase snfocted or jured, moet of them have anSmacrolsal activity On the contrary,
the induction and bicaynthesis of phenolic campounds i related to the strens caused by heavy metals,
this may explam the discrepancy of cur results, since the greatest sccumulation oocurred i the phencdic
compounds (53]

Gereral chelating ability of phenolic compounds is probably selated 2o the high nuckophilsc
characier of the arcmatic rings rather than to spedfic dhelating roups within the molecule {S4).
Howeves, when the oellular conaentration of ROS increases due to biotic and abictic stresees, the
balanoe of anBovilant defone systemis in plants can be inhitivd or modulated %0 avesd the oxidative
stresn that couses Epid peresidation [55] this explsine the maximum sccusulation of phenals,
favonolds and tannins in the madicks exposed to the highest conceneration (SO0 ppen)

It has been reporsad that high coscentrations of Zn can inceae phenol congent in all parss of
the Coiandnom satioum L, induding leaves and stems, but mainly in radicks [56). Radicde serve as
physical and chemical barmers to biotic and abtotic soessors and provide antioxidants to scavenge
excessive ROS production [57]. These compounds might act in synergy, and that could explain the
tronds obeerved in phenclic comgp dw and antienaddant activitios [55]. Sirmslar patores hawo boon
2nd ins the radicle of Brasstics wigra (9] Based on the abowe sualts, our study picniecss in the evaliation
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of ZnO-NPFs phytotooscity in Capdcon @oscen L and it serves as guide 1o measure effects on early
seedling growth,
S Conclusions

This mtudy seveals the effect of Zo0 N's 2t difforent concentrations on gesmination, vigos and
early growth of Capsicuse urssoe L seedlings. All concentrations ZnO-Ns (100, 200 and 500 ppm)
trestrnents, significantly inhibited the radicle development due to a phytotexic effect and led to
inceased accumulation of phenolic compounds and antioxidant activity in the radide. Changes
induced by ZnO-NT's in the physiology and biochemistry of plants may bring production of desirable
secondary metabolites. However, it s necessary to evaluate $he efiocts of ZnO-NPx to understand the
specific changes they cuw in plants in futuse studies,
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Abstract: The physiclogical responses of habanero pepper plants (Capsicum ceinarse Jaog. ) o fobar
apphcations of mnc mulphate and zinc nano-fortilizer weore evaluated in greenhouse triale The effect
of the supplemient on fruit quality of habanero pepper was particalarly obeerved. Habanero pepper
plants were grown to maturity, and during the main stages of phenological development, they were
treatec! with follar applications of Zn at concentratians of 1000 and 2000 mg L in the form of zine
sulfate (ZnSC4) and rine coade nanoparticles (ZnO NFs). Addimicoal Zn was not supplied to the
control treatment plants. ZnO NPs at a concentration of 1000 mg L posinively affected plant height,
stemn cdiameter, and chicrophyll coatent, and increased frust yield and bomass accumulation
compared to control and ZaSOu treatments. ZnO NPs at 2000 mg L~ negatively affected plant
growth but agnificantly increased fruit quality, capsaicin content by 19.5%,, dihydrocapeaicn by
10.9%, and Scoville Heat Units by 16.4%. In addftion, at 2000 ZaO NPs mg L also increased content
of total phenals and otal favoaoids (soluble » bound) i frudts (14.50% and 26.9%, respoctively),
which resulted in higher amticoadant capadity Is ADTS (22200 dis(3-ethylbenzothiazolme 6-
sulfoaic acid)). DPFH 22-diphenyl-L-piaryihydrazyl) and FRAP (ferric reducing anbosxadant
power) (15.4%, 31 8%, and 20.5%, respectively). These results sndicate that application of ZnO NPs
coald be employed in habanero pepper production to improve yicld, quality, and nutraceatical
propertes of fruits.

Keywords Capeicum ok 3 fertilizers; capsaics de; phy ch 1 guality; phenolic
compounds, antioddant capacity

1. Introduction

The addinion of fertilizers to supplement the natural fertility of the sail is essential for mod
cop and precise nutrient masagement is indispensable for sustainable agriculsural
production (1] Zine (Zn) plays an important role in plant fuscsons, it modifies auin effecss through
regulaton of sryptophan synthesis. and it acts as a cofactor 1n the redox enzymes like superoxide
dismutace and dehydrogenases [2).

Micro-clements play important roles in plant development. fruit yield and qualsty [34) Zincisan
esmen tial micro-nuttient for humann, animals, and plants. Plants generally abeord Zn an 2 divalent cation
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(Zo=). Zine 18 requared in proten biosynthess and carbohydrate mnetabolisen, and plays an impoezant
role in gene expression related to envircamental stress [56] Although Zn is required by plants for
opamal metabolism, the efficency of this micro-clement depends on its absorption and transiombon
{7} Traditonal agnaulmire practices employ Zn sulphate (ZnSO8) or EDTA-Zn chelate for application
to leaves and gromnd. Howover, the efficaoncy is low [S]. Zn absorption through the leaves seemes o be
datermined by the of the mico mutniaits, For exampia in a study carnad out by Doclese et al.
[9] on plants of Triticum artioum ov Shield, when comparing foliar fertilization with ZnS50¢ and
InEDTA at a concentration of 1000 mg 1, there was 2 mgnificanty higher proportson of Za oa the
leaves treated with ZnSOs compared to leaves meatod with ZnEDTA. The foliar application of Znisan
cffoctrve way 0 boosts the absorpaion of Zn in planss, however, the development of Zn-based folar
fernlizers is compromised by the lack of knowledge, development of new materals, mobidiny, and Zn
speciation within the plant [9,10]. In Mexico, the habanero pepper is consumed mamnly in the s=ates of
Yucatan, Quintana Roo, CGampoche. and Tabason, with a growing demand in the Mevican and
international markets, However, current crop yields do not moet local demand, mainiy due to Timited
technalogy i thesr production and adeguate supply of fertilizers through the Erigasion system [11]
Theretfore, an optimnized fertlizason method that increases crop yield and recduces pollution by using
more effictent fertilzers s needed. The use of Zn-based foliar fertlizers during the development of the
rops can be an offective way 30 morease the assisulation of Zn and increase the yicld, however, the
soluble salts of Zn can cause damage 1o the keaf and s cost 35 very clevased [10] While. the ZaO NPs
are conmdored a Blosecure material Sor biological species, ance their officoncy has boen demoastrated
to promote the germination of soeds and $he growth of plants, as wall as in the sapyp son of di
and the protection of plants for Shair antimacrobial activaty [12] The concereration of 7n ; the sail
solution s very low and oocurs in the form of various typos of salts Including ZaS, sphalerite (ZnFe)S,
Zn0 mnate and smuthsonste ZnQ0s, however, the abscrption of this element by plants is determened
by the concentraton of carbonates {CaCOu) and sodl pll, which are the man causes that hmet the
avatlabality of this micronutrent | 13]. As a consequence, there is 2 growing mterest in foliar fernllization
for sustamable crop management. Foliar fertiization solves imited nutrient availabelity by minimamng
loseos of fortilizer applied to the moil and that limit the delivery of nutrients to the orgams of the plant
durng cnisaal stages of growth [ 4]

Nanotechnology, with the use of nanoparticles (NPx), s providiag novel approaches 1o plant
nutrition [15]. Fertikzers at the nanometer scale (1-100 nm) increase greatly the points of impact
bocause of their reduced size, which In turm could improve the interaction and uptake of
microoutrients in cop fernhizaton [12). Foliar applicabons of mano-fertilizers have proven so be
cffective bocasse they supply nutrients to plants in a gradual and controlled manner compared o
convenbonal fertlizaton [16,17) Application of nano-ferslizers also requires s=aller quantities than
conventional fertilizers [1]. A shady conductad by Roesi ot al. [I15] showed fhat foliar application of
ZnO NP» powitvely influenced growth and physialogy of coffeo plants (Coffes aradics L), even more
than T (Za504) sals application, due to greater leaf penctration. Rescarch using pomaegranate trees
(Punice grewatue cv. Ardestant) showed that folar fernlization with relatively low amounss of Zn
and B nano-fertilizers mod tfied yseid and fruit guality, and juice ssgars and matunty index increased
[1}). Our rescarch group has also observed positive effects of ZnO NPs on Capsicum chimense
germimation, that, in tum, posisvdly affected physiclogcal vanables (seod germinaton, seodling
wvigor, and biomass accemalation) and nutracesbeal properties (total phenols. total flavonoids,

4 = w, and DPPF antioxidant capacity) [19]

The effecss of ZrO NP's o planes result from changes = e physical, chemical, asd biological
charactenistics of the matenals sappled a5 nano ferslizers, as well as on their properties
These changes conseguently affect chemical and biological activines thae could imduce oxidative
stress and tocacity o planss and stmulate the anmoadant systems [20,21] A recent study concluded
that mano-tocacity depends on the composithion and concentraton of the NPs and the speces
evaluated [22)

Although, the cffect of ZnO NPs has boen reported in crops like ondon (Allzam ogpw L), grees pea
(Pirum setivum L) and spinach (Spinacis dleraces) [23-25) no studion have boen published doscribing
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the imteraction of ZaO NPs and TaSO0s in the habanero pepper. Thua, thia rescarch compared growth
respoascs of pepper plants to foliar sppliscations of zinc sulpdate (ZnS0k) and =nc nano-fertilizer
{ZrO NPs), and aralyzed the guality and accumulaton of beoactive pounds of pepper frums
obtained from planss meared with ZnSOw and ZnO NP's to understand their effect on the physiclogy
of pepper plants.

2 Materials and Methods

2.1, Plant Maberial

The Capsicum chimase vanety used was Chichen Bza (Seomires, St Louis MO, USAEEUU L It
1= 3 vigorous and early matunng plant that can be harvested up 0 two weocks earlier than other
vaneties. Frusts have three lobes and an aftractive orange color. The fruits are characteristically spacy,
10,500 SHU units frenh and up to 200,000 SHU dry.

2.2. Charscteristios of the Tn0O NPs Used in This Pxperisunt

The morphological and structural charactenzatnon of the ZnO NPs used = this stedy has been
reported previously by Garcia Loper ot al [26]). Specfically, most of the particies (75%) had diameters
of 12 to 24 nm, and 30% showeod sizes greater tham 12 nm and smallor than 20 nmn

23, Preperation of Ssspocsons

ZnSOs and Zr/O NPs suspensmons were prepared past prior 1o exposure in desonized water (DI}
and homogmized with a probe sonicator (Quonica, CT, USA) for 30 man at 120 volts, 3 amps and 50
to 60 GlHz. Sulwequently, pH for cach suspension wans adjusted to 6,567 with HIC and 0.1 N NaO#H
before expomite to the plant [27]. The treatments applicd were: absolute control without Za, 1000 mg
Lt and 2000 mg L with ZnSOx, 1000 mg L and 2000 mg L with ZnO NP5, with five repetinions for
each treatment. The experimental unit was one plant per pot. The concentrations used were selected
from previous studies conducted by Torabian et al. [28] and Kisan ot al [25]. Electncal conductivibes
{EC) of the suspenmons with ZnSOs were 097 and 168 mS am~ for 1000 and 2000 mg L, while the

CE of the suspensons with ZnO NPs were 068 and 1.11 mS om~ for 1000 and 2000 mg 1,
respoctivaly. The planss of $he control tr ent wore d with dastillod water with an FC of 037
mS em-l.

2.4 Folisr Expencore 8 Tn

Approximately 0.125 L of the Zn susponmons was sprayed to cover the foliage twice in each of
the following stages of crop development: vegetative growth (VG 45-59 days, flowering (FLL) 90-140
days, fruit development (FG) M1-170 days, and mantarity (M) 171-205 days, 2o give a total amoant of
08 and 1.6 mg of 2anc per plant For foliar applicason, a 1.2 L hand lHudson RL Flomaster sprayer
(Lowell, ML USA) was usad, it was equipped with a brass nozzie and a safety valve Crop conditions
arc explamed in the following section. In Figure 1, each of the phenological stages of the crop isshown
in a representative manner, in addison to the foliar applicabon of the reatmens.

[ ———— T [ ———— MW 1Y —_————

Hgure 1. Schemane sepsesendation of cach of &w vegetve stages of the aop, acsSinonally, 2
mpresentanve mmage of Ihe wixy In wWhich IDe INCMENSs were appied &5 prosensod.

P —
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2.5, Growek of Habuners Pepper Plents and Crambowse Comlitions

Habanero pepper plants were etablishod = an ksrachi-type greenhouse equipped with semi-
aatomatic side windown and renviths coverad with polyethylene, The experiment was carried out for
206 days after traraplant Average temperatane was 221 °C at a selative humidity of 79% Planting
deraity was 24 plants per md. Pumicite was used as a growth medium in 191 white plassc
containess.

An automated dnp-arngation sysem watered esght tmes per day for 2 toeal of 3
32 L of water per plant The nutnent solubon was based on Stemer [30] at pH of 65. During
vegetative growsh, the concentration was 25%, and it increased to 50% dunng Sowering and frust
dewlopmant [31] Fach pot was provided with equal amounts of nutrient solution, The mutrient
solution did not contan 7n.

2.6. Performuance Veriables and Relative Chloropingll Comtont

During the plant life cycle, physological parameters such as plant height. stem diameter, and
chilorophyil content were measared at 45, 90, 145, and 201 days. These dates comade with vegetative
growth, flowering, frult dovelopment, and maturity, respectively. Relative chlorophyll content was
determined In fresh plases, with a portable chlorophyll meter (SPAD 502, Minola, Osaka, Japan).
Data reportad are averages of three measurements per leaf for each expenimental unit [32}

Az the end of the crop, the numbers of frults harvested per plant, the average wesght of fruss
{R), the yield per plant (total weight of fruits gl and the fresh and dry weight of acnal biomass ()
were quantified. Thas data set was regastered at 208 days o evaluate the growth and performance of
habanero pepper plants. The dry weight of senial Stomass (g) was obtained aftor drying tn 3 Lab Line
stove (Model 3473M, Iztapalapa, Mexicn) at a comstant temnperature of 70 °C for a period of 72 h.

2.7. Preperation for the Ansiysis of Habenero Pepyer Fraits

In this study, frusts were harvested 208 days after sowing, in the fally mature stage (orange
color). Aftorwards, they were washed with a 3% sodism hypochlorite soluson and dried = 3 cool
and venslated placeo [33]. After drying, the effect of ZaSOu and Zo0O NPs on frult geality was
evalusted on 10 eniform frusts without defects (physical or pathalogical damage) selected from each
of the five replications per treatement [341 A total of 50 fruits per treatment were sampled: 25 fruses
were used for physical and chemical analysis, and the remaining 25 frusts were for funcoonal

analyses [15].

2.7.1. Physicochemucal Fruit Evaluatons

Chroenatic evaluanons were carried outon the frult bark with a CR- 10 Koaica Minolm colosimeser
(Tokyo, Japan) Chromatic parameters were obtained using the CIELAB (L”, a*, b aod CIELCH (L, C",
k) color systems according to the Commission Internationale De L'edeirage (OJE) [36]. L* defines
Tuminomty (0 Black, 100 whe). a* indicates red (postve @) or groen (negative &%), #* indacates yollow
(positve #°) or bloe (negative B¥). C* (chrome, saturation level of &) and & (tone angle 07 = red, SOF =
yellow, 1807 = greon, 2707 = BHae), Color display was obtsined asing the Calorfoxa [37] online software
usimg the L7, a® and 3* valoo.

Rrmness and catnng force for the frusts was evaluated with an Ametek Chatillon DFS Il strengeh
meter adapted to 3 manual rotating system (West, Sussex, UK). Fraits were deformed a tot2l distance
of 2 mm with 2 30 mm compression plate, the maximum force required was recorded in Newton (N).
After physical evaluatons, frusts were stoced at —20 *C until chemical evaluations were performed.

The total soluble sclids were determaned by manually squeesing $he pnce of each fruit in a
refractomoter (Atage MASTER-M, Tokyn, Japan) with a scale of 0 to 33%. For the determination of
titratablo acidity (TA) and pi, fruits wore ast into alices with 2 knife and placed inside a polycthylone
bag to produce 3 homogenoous mixture Then 5 g of sample were taken (pericarp and placenta
without seed), 25 ml. of water added, and the mixture processed for 40 5 in an Oster Mender (M4655-
£13M46542, Sunbeam, Mexico City, Mexioo). The extract was filtered through crganza fabrnic. The pH
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was memured using & bench-top meter (PHVORF Moter HI 2221, Cd de México, México). Tiratadle
acidity (TA) was determined using the Assoclation of Oftcal Analyncal Chemist (AOAC) (38)
method 942 15 wath 0.1 M NaOH at pH 82 uang phenolphthalesn as indicatoe. Titratable acidity was
reported m % of atric acxd = fresh wesght.

2.72. Sample Preparation for Capsaicimoads. Phenobics and Antionadant Capaaity Analysis

Habanero pepper fruits were sliced with a knife, and the seeds were removed 0 determine
bicactive and functional compounds. Subseguently, frusts were placed in a polyethylens bag to make
a2 homogencous mixture. and samples were stored in an ultra-freezer (3003 Ultrafreezer Thermo
Scientific. Wakham, MA, USA) a8 =80 °C unt] analysis

2.7.3, Capraicincsds Tixtraction

Extraction and quannficanon of capsaianoids were based on the method established by Ryu et
al [39]. Five grams of fresh pepper mample (penicarp and placenta without seed) were weighted, and
25 mL of acetone was added. The mixhsre was processod for 30 = in an Oster blonder (MEG55-S13465-
42, Sunbeam, Mexico Gity, Mexico). The extract was heated 20 50 °C for one hour in a laboratory oven
{ONCI2G, Jeio Tech, Seaal, Korea). After this period, samplen were contrifuged at 4500« ¢ for S mun,
2nd the supernatant was recovered for analysin

274. Quanzfication of Capsascin and Dihydrocapsaican by HPLC

For HPLC analysis, extracts with acctome weroe filtored with 2 0.25 s syringe filter with a pore
size of 45 pm, and 10 pul were injoctod Erectly into the system Aglent Tachnologees 1260 InSnaty
HPLC, eguipped with a 1260 CI311C quaternary pump, 2 GI316A thermostatted column
compartment, a GL3298 autosampler and 2 G42128 diade array detector (Sanea Clara, CA, USA). The
column used was 2 ZORBAX Edipse Flus C-18 analymcal column (100 mm = 3 mm id, 5 pm) The
izocranic mobde phase included 100% acetonitnle (solvent A) and 1% acetic acid in water (solvent B)
at 3 40:60 ratio and a flow rate of 1| mL min-! at 25 °C. with a run e of 2 min. Absorbance was
measured 3t 250 nem.

The quantification of capaaicin (5 methyl Novanillil 6 nonenamide) and dihydrocapasicn (8-
methyl-Naamlldnonamide) (Sigma Aldsich, St Louss, MO, USA) was based on correnpoading
calibration curves at concentrations of 0, 50 mg k', 160 mg kg, 240 mg kg, 20 mg kg™ [39].

275. Scovilie Heat Uruts Caiculanon

Capasacinoid content (mg kg'') wan transfoemad ot Scoville Hest Units (SHU) as establashed
by Todd et al. HO]. Determinatians of the pusgency = SHLU wese made by maltiplying the individual

contents of capsalancids (capsaicn and dihydrocapsaicin) by the value correspoading to the
intensty of the threshold.

1% Capasicin = 16.1) = (% Dibydrocapasicia = 16.1)] » 10,000 = SHU m

2.5 Extractien of Solubie ond Boand Phemolic Compounds

Soluble extracts were obtained by suspending 5 g of the fresh pepper sample (penicarp and
placenta without seed) in 50 mi of 0% methanol. The sample was purged with an argon stream for
30 = and mawed for 45 s in an Oster blender (MAGSS 81145412, Sunbeam, Maowvco Gy, Mexico).
Finally. the maxture was filtered with organza fabric to separate she insoluble matter from the mice,
2 it was placed in 15 mL omtrifuge tubes. The extract was cntrifuged at 4500 g and the
supernatant was rocovered and stored a1 =20 °C until analysia,

Bound phenalics were extracted by suspending the remaining Issoluble matter in 10 sl of 2
maol L NaOl and purged with argon for 30 s The mixnure was then shaken at 200 rpen for 2h. After
thaz, the pH was adqusted to 25 with concentrated HOI and contnfuged at 4300« g. The supernatant
was recovered. and the phenolic compounds were extracted with 10 mL of ethyl acetate twice. The
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ethyl acetate extracth were combined and evaporased at 40 "C with zrgon. The dried extract was
stored at =20 "C, and before analysia, it was smpended in 3 mL of S80% methanol The extraces
obtained from soluble and bound phenclic compounds were used for the trials of total phenols, total
flavonoids, and antiosadant capaaity.

2.8 1. Deserminason of Total Phenols

Phenolics compounds and anticcadant capacity assays were performed = a Barnsead
Internatonal Tumer SP-830 Plus spectrophotometer (Dubtsgue, IA, USA) To determine the content
of phenols, 0.2 mil of cach extract were taken and mived with 26 mL of distilled water and 0.2 ml of
Folin-Giocalton reagent, After 5 min. 2 ml of 7% NaxCOs was added, and the solution was stered for
30 = The reaction took place in the dark for 90 min. after which the absorbance of the samples was
moasurad at 750 nm. The concentration of phenols was reported in equivalent milligrams of galkc
acid per kilogram of the sample (mgGAFE kg '), calculated from the calibeation curve of gallic acd
froen 010 200 =g L.

282 Determinanon of Total Flavencids

Favonoid content was determined by the reaction of the AKCT-NaNOs»-NaOH complex, From
the extrace, 0.2 ml. weore miixod with 3.5 mL of distilied water. Subsequensly, (.15 ml of 5% NaNOy,
015 mL of 107 aluminium chiorhidre (ANL) and 1 ml of 1 M NaOH were added a1 5 man intervals
between each reagent The reaction procsaded for 15 min, and then the absorbance at 510 am was
measured. Tosal flavomoid content was reported i milligrams of equivalent catechin per kalogram of
the sample (mgCatE kg™ L calaalated from the casechin calibrason carve from 0 to 200 mg L™

283, Determinanon of Condonsed Tannuns

Condensed tannins content was determuned by the reactnion of the vanidlin $SOx complex. Froe
the extract, 0.25 mL was taken and mived with 065 mil of 1% vanillin, then, 065 mil of 25% SO
was added. Vanallin and HuSOx were dissolved in methanol The reaction proceeded for 15 min at 30
=C, and then absorbance at 50 nm was measured. Condensed tannins content was repocted =
milligrame of equivalent catochin por kilogram of the mmple (mpCath kg 'l calcslated from the
calibeation curve for catochin from 0 to 200 mg L,

2E4. Antsacidant Capacity

The antioxidant capacity of DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) was evaluated wsing 2 60 M
working solution in f0% methanol, with an absorbance adjusted 8o 0.95 a8 517 nm, with 0055 error.
The amay was carried out by mixing 50 1. of the exzract with 1.5 ml of the DPPH working solution,
the reaction was left for 30 min In the dark, and the absarbance was desermined

The annoadan: capaaty of ABTS (2 2azxino-Ns(3-ethyibenzothiazeline 6-sulfonic acid)) was
determined using a working soluson obtaned by mixng I mi of ABTSat 7.4 mM and | mL of K=S:0s,
and allowing them o react for 12 h i the dark. The absorbance of the working solution was adjusted
to 097 to 734 nm by dilutang with methasol. The ABTS assay was performed by miang 50 ul. of the
extract with 1.5 ml. of ABTS working solution. The reaction was left for 30 min in the dark, and the
aibworbance was mcanurod.

The antiosddant capacity of FRAP (ferric reducing antionadant power) wan determinad umng &
woeking solution pecpared by miwving 300 mM CHN2O=-3MHO (pH 36) 10 mM TFPTZ 2,456
tripyndyl-strazne, in 40 mM HCI) and 20 mM FeCLiaHO i 2 10111 ratio (VIVIV). The FRAP 2say
was prepared by mixing 50 ul of the extract with 1.5 mL of FRAP workang solution; the reaction was
left for 30 min in the dark at 37 °C, and the absorbance of the mmples was taken 3t 593 am.

Antonadant capaaty for the DPPHL ABTS, and FRAT amays were reported in millimoles of
oquivalent Trolox (6-hydroxy 2,578 tetramothylchroman 2-carboxylic acid) per kilogram of the
sample (mmold. TE kg'') according o the calibeation curve with Trolox in concentrations from O o
S00 mmol L
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The pheroic compound aad the noosdint capaciny evaluatons were done aooording m
Lopez-Lnnirerzs et al. [41).
2.8 Expedmenal desipr and Statistical Ana'yss

M LI s w=laldizl nal u:.-Il.:j a vianglededy ool ul.l.'lilllﬂ.ll.n.lj -|.'|-|.'|-.|L-l,. il (b
I eres and e experimental unics per reatment. Iformanor from develoomental variables e
the IO {]:-lnnl: I'H':Eht,. stomn dizmeter, and |:I1.|.|:-:raph:|.'|. conient) was m.l]].-::ed with a fackmal
zrranpement of 5= 4 (A =B) Factor & was the InSh ard Znd WPs concentrztions{contral, 1000 aad
00 mig L%, and facter B was the pheralogical stages of the mop (wegeative growth, flowering, fruit
.r|.r"|.|r"||1r|n1r-|1l'_ and miahnrity) Fam !‘J—‘rl'l"ﬂ'."l-: rorsicdered on nTu'-rirnmhl nn‘t

Far ths F-url'-.lrn_'l'l.ﬂ wrxrisklar and Tl‘L}'ﬂdﬂ-:hﬂ'uﬂ] :rul'!__,ll:i.n. :.:-nrnFI-uul'_-' rand.amizod design
witn Aws -:rrF-:r.rn:nI.n] Wik T EremTmend woas used, excefk or e functonal n.-l.nl:rnn o
apeaicirodds, pherolic compounds, anc anmiaddant capaciry which included gures sxperimenil
unis Kesdls were reported as memn ¢ standard devabion tlahstcally signchant differences
Tetareen ﬂ.m]:-]e: Wi :n..'.l:.':ud with AMOVA, and He treatment means were |:-|:rn|:la.n:|:| with a
Tukey test g £ 05 wsing the stabisical packape SP55 vemsion 21.0 (PSS Inc, Chizago, 1L, TISA]

1. Besolts and Disarsion

A0 Crowth of Pepper Plamte

Thie variables of agronomic beuavior wene evausted durng the phenclogical developmient of
the plants. The growth of the plants ircreased significantly ‘rom the flowering stage with the jolar
.-E'lfhml'i'rnrf?'rl_'l EIPz af & cancenbrabion of WM g 1= hn#nn |:||Em1ﬁi—.r|l'r|i"|:r-m s Faamd
betwesn FrS0h and the confral fﬁﬂ'lr\n- da}. Flowwrrar, it be i.rl'!:h:rh'lt o mafn that the greatest
increrserin in F-J.:nt'l‘l.:lﬁ'ht'lﬂ:l-:-nl:h.innd.mﬂl uF:I::uhanﬂ-FEuﬂ:‘IPn nE [ miE LA, This behevine
is enhaneed from the FL, PG, and M RARES, with increasss of 10V, BS%, and I..'-.Alﬁ,.:r-u'_p-ccmﬁ:rg,r,
wompared o he ooninod treatment. Vahen eonipared with plamts freated with Zntel although mo
nguﬁ:nt diffeence: wene obsereed, morements of S8%, 4I2%, and 35% n:l;v-nrrh'd.f, W
obtrined. On theotier hand, application of ZeCh MPs and ZnS at 2000 mg L negative’y affectsd
plant height. Feducions with Znl KPs were 16,75 4.7%. ard 2%, while Za50s Teatment reduced
|1|.'ll11' h.'l-iﬂ:h'h:.r'i 1%, 50 and 795 in mrl]'uﬁn-mfnmﬂ ool Freadmeni

'lh:b:n.uﬁa—ilﬂ'-:drn\:h?u'tmti!hm ﬂmﬂ'{l’lﬂ:ﬂ: lb:wun.ur-:'ln"b'ﬂln.t-anlmﬂ'Hiﬁ\t,
D slangess FL, OGS, aund b, O MIPs al 1000 |:|.$_L "|.I|U|lul.|.1J.:|-|I.|.1:||. w-\.lﬂlll..rl.h]l\.!.l..rl] Lonz consim] W0 sanl
e IneTeases chrainzd were8.2%, 107 %, and 27.9% higher than the conrol Mearmene, Wi eds, when
m]:unxl i alants treatec with ZnS00 the increases were L1%, 65%, and 16.7%., r-u]:-:cnvd}'
Hesrover, ab 2000 g L of Zrd) MPs ane 550, height redactions were shserved from stape PG D
M. [n the teeammend with Znl) MPsat 2000 mg LA, recodions were WL5% and 116%, while 2250w
rinsFrrerd v meed In;l‘l-l'-.'.l T ol 1 ‘-E.nn'nrn'r.lﬂ «m e mentned Freafmest sl

Ferultz froer, thin resnaach maggentthat bolar applisasion of Zrld MPe 2t 1008 rrg 1-2 nad apgraator
irrlPul:l:-n-n Ehl't;rm#'ﬂ'hm: Elhr.l.dnm' then comrertiona 2n GErS04) salis, Flm'bd:nl'rn:h.l.-:hﬁl—_u.tr
@pacmy e be absorbed by the blace. Ross etal [18] compared the foliar farclizamon of Zly NPs
ZNC Ania m plarits of{ Laffes arabaca L) af 10 mg L concentratiens, and concluded that lzares treated
with Znly NP conired higher Znemcentrations (12571 £ 7.2 mg kg TW) corpared te plarts
trezted with AnS0a (344,01 £ 106.2 mg kg~ DW, while cortrol plantshad onbye 2 smal aneunt of In
in thar legees (335 = 1ES mg kg* DWL This accumaulation resulted in posifive efets on the
:l.r-w'lnpmml-nFl.r-rr:ﬂ .'I'l.l'."l'.l'h'ﬂ“-:."u. QR ol TS n'-:rh'-rhu-l_'_r_ n'ill'l]'u'rn'] = tie bl frestreeat
l‘thI-ﬁ-tH'l.ﬂ" these reaulte mdimie that Zm nmtrilotion a mere eFcen: when uang Furh-:l.v:n af
el isoniae, Sissila Guodags veere laanl Ly Favan etal. [42] Tiey slurmalar Brecasal groowil
in sevdlngs rreed weh Fn0 WP wilile seodlimgs grown in ZnSCh grow slyvwer. Folor
nancfertilizers e moce effective than comven Biomal foliar ferbbzers, nce Their releass can beslow
inc @madnal [43], but it is mot et specied if this offect 5 duee te the sbsorption of fenanopartice or
dhee Bo the cisolution of its products [4.451
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Figwre 2. Effoct of follar appication of ZaSOs and ZnO) NFs on agromoeic pasammeters (3) plant height
() shoot Slamoter, (<) relative dilorophyll contont characteratics in different phanologacal stagos of
the plase, (VC) wgetative growth, (L) Slowering, (FC) frult dovelopanent, (M) matusity. The vakios
o0 1he average of five repotitions. Moans (= = 3) Bars repoosent the standard deviation of the mean.
[fferont lethors moan st treatmends wore slaistcally difescated (Tukey, p < 0.05) and reperesont the
UBCTETOCS Detwien treasments, widiin each phenalogical sage.

However. at concentrations of 2000 mg L affected the development of the plant, possbly due
© a phytotonic effect The difference in physiclogical impact between ZnO NPs and ZnSOu 3=
attnbuted to 3 dower and mare gradual release of the Zn— costained = the ZnO NPs. A study
conducted by Reed ot al. [66] menbonoed $hat dissolution of ZoO NPs in desonizad water (D) s
relatively slow and gradual, with oaly 2% of dissclved 7n starting after 24 h. On the comtrary, ZaSOu
is Bighly soluble with very little retembion within the plant Therefore, Zn bloavallability owver a
profonged period is inefficient [16].

3.2_ Relative Chioropiyll Consent

Relstive chlorophyll contert was determined by SPAD messurements during $he phanological
development of the plants. Ax shown in Figure 2¢, resclts indicate that relative chlocophyll content
increased sgmificantly during the development of the planss and by follar applicaton of ZnO NPs
and ZnS0« at both concentrations. However, leaves that accumulased the highest chlorophyll content
were treated with ZnO NPs at 1000 mg L= Thes behavior was observed from stages FL, FCG and M,
with nises of 194%, 229%, and 162%, respectively, compared to the control. In contrast, foliar
apphications for both treatments at 2000 mg L~ showed reducsoos: with ZonO Nis, chlorophyll
content decreased §.5%, 4.3%, and 6.2%, while 72504 cassed reductions by 12.2%, 14.4%, and §5.4%
in stages FL, FG, and M, respectively, pared to the treatment that produced the highest
sccumulation (ZaO NPy at 1000 mg L)

Our results are consistent with Prasad et al. [16], who reported a higher content of chlocophwll
(157 mg g~ rt.wt) in peanut leaves by foliar application of ZnO NPs at 1000 mg L= (25 nm) compared
to ZnSO« Mukhenee ot al {24} in studies conducted in green pea plants (Pisiem satioum L), evaluated
the impact of different ZoO NPs (10 nm). 2% by waight of doped alumina (AL ZoO NPxs, 15 nm),
1% by weight of NPs coated with aminopropyltricthoxysilane (KHS50, ZoO NPs 20 nm) and iomic
70 ([@n Alocide) at 1000 mg kg. AT treatments resulted in 2.4 to 3.5 fold increments in chiocophyll

lation, pared o the control, aithough there were mo sgnificant differences betwoen
different Zn types.

The observed screases in the chlorophyll content are due to the fact that Zn plays an essenmnal
role in the metabolism of plants, by influenang the activity of important enxymes such as carbonic
anhydrase comtaimang 2 Zn atom that catalyzes the hydration of COn that faalitates the diffumon of
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carbon deoxide to the carboxylation sites & plants [47.45] The above is in agreement with the findings
reported by Pullagurala et 2l. [M5], mdicated that the spplication Za0 NPs at 100 mg kg, 200 mg
kg™, and 400 mg kg™ increaed the relative chlorophyll contenst by 1%, 37%, and 55%, respectively,
in comparison with the consrol plants. Accorcding to Raltya and Tarafdar [27], the foliar 2pplication
of ZriO NPs to plarmes of Cyamepsis tetragoeciods L at 10 mg L significantly moreased the beomass of
the plant (27.1%) and the chlorophyll consent (276.2%). Thus, the cbserved increases in plant growth
at 3 concenrason of W00 mg Lt wath Zn0 NFPs are due to the increase in chiorophyll content, snoe
it is a common indicator of the photosynthetic officency of a plant. which is one of the most important
determminants of its growth [21]

Even though 7n i an essential micronutrient for growth and motabolism of planss [2] and it is
necesary for chiocophyll production [45], harmful responses to high Zn concentrations may be
closely redaed to the generanion of reactive oxygen specses (ROS)L Addinomally, displacement of some
other metals from the active sites in protesns [50] can affect chlorophyll osynthess and damage the
photosynthetic syssemn [51]. Chlorophyll content has been classified as a reliable indicator of
contaminaton and soacity of beavy metals in plants [S2]. Therefore, high levels of Zn in plants could
reduce chlorophyll content an 3 resp to enddative stross by this element.

33, Fruiit Yield avd Plant Biomaoa

Results for vanables assoaased to yreld and btomass accumulaton are shown in Table 1. For all
the variables testod, significant differences were obtamed (p < 0.01) Plants exposed to folar
application of 1000 mg 14 of ZnO NTs produced the highest number of fruits, oxceeding by 15.3%
2nd 8.6% the cantrol treatment and the ZnSOs treated plants, In contrass, at 2000 mg T 72O NPs
and 7nSO¢ thero were alight decreames (I36% and 73%), compared to the control treatment.
Sirmalarly, macimuam average fruilt weight was obeained with ZaO NPs a1 1000 mg L, excooding by
7% the controd treatment and by 3.6% the ZnSO« treatment. At 2000 mg L of ZnO NPs and ZnSOs
there are reductions of 5.8% and 3.8% respectvely, compared to the control treatment. The trend was
sirmalar for fur sotal wesghe the highest weight was obtained with ZnO NPs at 1000 mg L~ (Table
1) exoooding by 21 2% the contral and 11.6% the ZrSO4 treatment. At 2000 mg L, both treatments
(ZoO NP and ZnS0O\) showed docroanes of 15.6% and 105%, respoctively, in comparison to the
control,

Table 1. Effect of ol applicason of ZeC NPs and ZaSOs on fnst devolopesess and baenass

accussedatoen.

Trestmenis Numbor of Awverage Frui Todad Weigh ot Frosh Aerind vy Aeriid
tng ©1) Fraiw Weight &) Fruite () Haremase () Biomass (2)
Cootred SN 23 B + 077 3> SETT 2 3TE6 S FGAS 1100 2N N

Tn&EO, Voo SRS« 129 LRFELR L E SIATE 11508 505 + 528D 0F 23440

ZeO NP I &400=2242 4520022 50177 2 Rzt B e oY IS 25092

TS0 2000 5025+ 1704 B85 00T > £S5 +113%» TR +SH e TiS6 8594

ZeONPBE N 4£30=-294 229=011» TS +18» AN+ 2 &8¢ A =400

Values are the average of five repatitions. Means (v = 5} + sandand deviaton. Different kettors in cach
ootz mwane that the treatments were atescally different (Takey, p < 005,

The dry and froeh woight of aerial blomans wan significantly affected (p < 0.01) by the folaar
application of Zo0 NPs and ZaSOu. Planss treated with 1000 mg L' of ZnO NPs showed the greatest
increase in Blomass accumalanon: in the case of fresh weight, it increased by 3.4% and 22%, while
dry weight increased by 9.2% and 4.3% compared to control and ZnSOx treatments. However, at 2000
mg L™ of ZnO NP5 the greatest reductions in fresh and dry biomass accumulation were obtamned:
reductions of 2.9% and 10.53% respectively. compared to the control.

I= this rescarch, foliar apphicaton of ZnO NPs at 1000 mg 1 positively influenced growth of
pepper plants and fruit production, and 2t produced more favorable offects than TaSO. fertiization,
This could bo due 1o greater 7n asssmilation when applied in the farm of Zn0 NPs with greater leal
penetration ablity [16], however, higher comcentrations (2000 mg L) caused soxicity. These resules
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agree with those repocted by Lin and Xing [S3] in radish, rapesead, corm, lethice, and cucumber.
Prasad et 2 [16] mentioned that Zn( NFs are absorbed by plants 1o 2 greater extent compared o
ZnSOx becauce of greates bicavailability due to their se and lower salubilay in water. They tested
this behavior :n peanut plants. Application of 1000 mg L+ of ZnO NPs increased more effective
growth and yield of the pod by 3% compared to ZaSOs trestment, however. at a higher
concantration (2000 mg L) ZaO NPr were harmfisl Simvdlar results were obtained by Khanm ot al,
[54] when treating tomato plants with 1000 mg L9 of 720 NP They obuerved that plant growth,
yield, and Zn laman smen d wgnificasely with respect to ZaSOs treamment and coatrol.
These results confirmed that the physiological effects were relazed to greaser avatiabdity of Zn when
applied with parcles of nanometric sze

Theeffectiveness of ZnSOu by the foliar applicaton is low because it is haghly soluble and leaches
quickly [5]). These charactonstcs affoct mutriont availability. Haghly waters=oluble sons may have
difficulty penetrating the lipophilic cuticle, thus Emating avalalxlity &n the case of ZnSOx fertilization
[16] Yot NPx have beon shown to enter colln through the stoematal or vascular myntem [27,55)
depending o the alze range of ZnO particles. This supports the current hypothess of NPs
penetration in the plant cell through the hydrophilic pathway of the polar aquecus pores in the cuticle
and stomars [56,57) The diameter of cuticular pores has been estimated at 2 nm [56], and the stomatal
path appears as the most feasible roate for the penetration of NPs, with 2 hma of size exclusion above
10 nm [57). However, there are some alternative findings ;m the Bterature, which reported that the
foliar applicaton of Au NPk at 280 ng per plant in sizes of 3, 10, and ) nm, managed to ponotrase the
loaf cuticlo mdopondently of &= size and coating and, they accumulated mainly In younger shoots
(10-30%) and in the roots (10-25%), and 5-15% of the N « 50 nm wero exuded to the rhizonphere
sail [58]. Other authors mention that NPs in 2 range of 4 15 100 nmn can crons the cuticle of the leaf by
breakang the waxy layer [59]. In this study, the applied nanoparticles were in a range of 12 to 28 nm,
=0 there is the possibility that the largest size ZnO NPs (24 nm) could pass through the cunicle of the
leaf. Although, it is probable that the szc and properties of NPs play an important role in their
interaction with the leaves of the plant, thesr absorphion in the leaf and their ransport wthm the
plant is dotermined by the difforent charactoristios of the leaf (such as the stomata, srichomes, or
cuticle), which prosent a wide range of diversity among species [S5.60]

On #he contrary, reduction in blomawm sccumulation could be due 1o a greater nogative immpact
of Znd NPy, tosde Zn concentrations (2000 mg 1Y) could megatively affect ceflular K+ content,
permeabidity, hydraulic conductivity, and water content, which decrease fresh weight of the organs,
assmilate movemenst from leaves to fruits, and yaeld [61).

34 Ceromesic Characteristics

Determination of chramanic characteristics of the fnuts revealed significant differences (p <0.01)
among treatments for variables L°, 5%, and C* (Table 2). Although = 2* and k the treatments were
statnsocally equal, values showed 2 tendency 1o marease with applicanons of ZnO NPs and ZnSO¢
but the differences were not significant. Maxamum values of L* (53.46) were desected in the fruits
from plants treated with Za0O NPs at 2000 mg [, which indicates greater luminosty of the fruss
when compared to values obtained in fhe control and ZaSOs treatments, Readings for a® and #°
showed #he same tendency, with values of 3345 (@®) and 43.579 (). This indicaten that the tendency
to the red and yellow color of the frult Increased with the applicason of ZnO NPs 2t high
concentrations (2000 mg L)

Color saturation (C7) presented a pattemn stmilar to that of L” with a value of 5543 This means
that the insensity of the orange color of the fruit increased with Zn0O NPs at 2000 mg L-\.
Determinaton of k differentiated the color perceived i the fruats, with a tendency of red to yollow.
In this work, CIELAB (L%, a* &% and GOELCH (L% C° and &) values explained the differences in
pericarp color of the fruits obtsined from the d&aff tr tn [62].

Currerntly, there are no reports of the evaluation of coloe in frusts obtained from plants treated
with metal NPs. However, in Capslcuwm, the color of the fruit i determined maindy by the compaost tion
and concentraton of carotenoids [63). The buosynthesis of these compoands and thesr accomulabon
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in fruns = infleenced by different factors as a defense mecharasm agamst vanous bsotic and avoac
stresses [5445]

Table 2. Chevenatic characteriatios i habanern pepper frults obealned from plants treated with 700
Ni's and ZnSOw

Cooercd SR=180 NS =1532 3¥S2=-1330 &HIT=157Dd
ZnSOs Voo 5129=176p NPH=0852 41E=1lJla SIT7=122>d NI 1L002
Zak) NP 1000 519+ 1L11ab 3233=-1452 4245:2132 5181=006ad S37I:12Ma2
LSO 200 Sl2=xléad 200=0842 4191:=1422 S5175:=101ab =125

2260 NP5 200 S346=1.15a 35345-1203 4355-147a S3i3+1632

Valoes are the average of tive repatitions. Means (v = 5) = sandand deviaton. Different ketrors i cach
oolumean mwans that the treatments were statisacally ditferent (Tuboey, F < 005,

Garcia-Gomez ot al. [21] evahaatod the effect of ZnD NPs and ZnSO4 on antioxddant defenses in
tomato plants, the remilts indicated that ZnO NPs genwrated groator toxicity and stmulated the
concentration of carotenolds and bialogacal markers of oxidative stress (ROS). Some studies, have
shown that Zn0 NPs can induce eoddanive stress and modify the activity of anticcadant enrymues and
noo-enzymatic anticoadant compounds [19,46], which operate wogether to protect plant cells against
oxidanive damage. Pérez-Labeada et al [67) reported that foliar applicaton of Cu NPs indeced an
increase in the comtent of vitamin C and carctenoids (lycopene) s fruits compared to the levels
obtained in the control reatment. This study the evaluaton of plast growth showed a greater
sonsitivity to the application of ZaO NPk, since at 1000 mg L™ stimulated $he growth of plants, while
2t 2000 mag L there was a reducson in the development of the planss posaibly due o 2 phyto-tonic
effect. However, the fraits otamned i both treatments reportad the greatont increases in nutraceutical
and funcoonal comp ds, the incr observed in the accumulation of these compounds reflect a
redox state modified by the appiscanon of ZnO NPs that affect the level of cellular ROS [68).

Therefore, these results suggess that the fruits of the plants treated with the foliar application of
Zn0O NPz intensiSod thow orange oolor dae to the increased producton of carotenoids in response o
oxidative stross. The masn function of carotenoids is $he protection of orlle and organelles against
oxidative damage, which they achiove by mferacting with singlet oxygen molocules (O:), emanating
peroxyl radicals (LOO) and preventing accumulation [65]. Although the inventigation of the effect of
the application of ZnO NPs oa the chromanc characteriarics of the frum, the accurmulation of
carotenceds and phenclic compounds is very scarce, the role of the previous compounds aganst the
stress induced by metalhic NPs is uncertam [68]

3.5, Quality of Habawero Pepper Fruit

The resizlss in Tabie 3 show that foliar application of Zo0 NPs and ZnS50« st gnaficantly affecied
{r < 001) rrazable acdsty of fruits. Maamum titratabie aadity (0.155 = 0.0055) was obtained with
2000 mg L~ of ZnO NFs, while the minimum value (0.119 £ 0.0050) of ttrazable acdity was recocded
in fruits from the control treatment. In addivon. fruit pi was also affected (p < 001) by the treatments
with ZnO NPs and ZnSOx (Table 3). The highost vahso was obtained with the control treatment (563
» 0.134), while the lowes2 pFl (540 & 0.040) was foand with Za0 NPe at 2000 mg 1%, however, no
sig=ificant differencos were obsarved betwoen the Zn-based trestments with difforent concentrations.
Frust pH correlates with acidity, and caric acid s the primary organic acid found in snose fraits [70].
With respect 1o soluble solids, all treatments showed higher values than the control treatment. The
treatment leved with 2000 mg L Zn0O NPs produced the highest amount (1133 £ 0.72), while the
lowess value was obtained in the conmral (3.32 = 0.79). As a resuls, fermbmason with ZnO NPs and
ZnSOe also significantly moreased (p < 0.05) frnr Grmoess. The highest marease (1535 £ 054) was
obtained with 2000 mg 1. of ZnO NTs, and the lowest value was found (1479 » 0.63) = fraits from
the comtral troatmens,
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Table 3. Elfect of folar applicason of Zn0 NPs and ZnSh on frust dovelopesene and basonass

accuradaton.
T g 1) TA D0 _ gt Saluble Solidte 00 Tirwmess O Cuting burvs 0N
Cowtrd DT 000 g RS eNiMe 932 20594 9s 083 113600
TS0 100 0135 10NI2ed FAPLONVL  IOMERIBe WM ASH  ILW0Ta
ZONPS 00 QM :ONRSE S :00EL  MT0508 1511058 LS 06da
ZrS00 2000 QUM 0MMbe  S50:0025b 104220520 ISW 0838 ILWa07a
ZRONBN 00 0ISS:(0SSa  S30:000b  11I3:072a IS35:054a  112-087a

—— e e
Values are the average of five repatitions. Means (2 = 5) = 2andand deviaton. Different bettors i cach
oolaman means that the treatments wene Saticacally ditferent (Takey, p <005,

Our resilis are in agroement with those obtained by Davarpanah et al [1) who menthomad that
follar fertilization with ZaO NPs at a concentration of 120 mg 17 lod to significant impeovessents in
quality of pomegranate fruity, including increases of 4.4-7.6% in saluble salids, decreases of 9.5
29.1% in titratable actdity, increases of 20.6-46.1% in maturity index, and increments of 0.28.0.62%tn
yaice pil The physical characsenistics of the fruit were not affected. Previous studies have reported
thae foliar application of micronutnients such as Zn and Fe are essental to increase yield, quality, and
content of ascorbee acid in tomato fraiss [71)

I thie study, the increancs in soluble solids and firmness of fruits under fertilizabion with ZnO
NPz and ZaSOucould be attributed to the role that 7n plays in the synthesis and transforence of
carbohydrates and proteins [72], i addition 1o maintaining $io stractural stakility of cell membranes
[73) These facss mdicate that Zn availabdity and concentranon by follar fernlization with ZnO NPs
durnng the main stages of vegetanve growth were more effective and have important physiclogical
functions that could improve frust guality. These resulss might be atmbuted to Zn movement from
leaf issues through the phloem to fruits at the moment of devdopment and mamurason [23]

3.6 Capssicin and Difydrocapasicin Content

Results indicated that capsaicin comtent was ssgnificanely affected (p < 0.01) by applucation of
foliar fertlization with ZnO NPs and ZnSO« (Figure 32). The haghest accumulation was detected at
2000 mg L= of ZnO NPs (625.84 = 1447 mg kg*), whach was 193% hagher than the control treatment
G 2 1673 mg k') The same trend was observed i ditydrocapsaian content: although the
troatments wero statistically oqual (r £0.423), acc lation § d i= both traatments (Figare 3a)
Treatmont at 2000 mg L of ZoO N od the greatont in with 109% (32671 £ 650 mg kg')
compared 10 the control (23054 ¢ 250 mg kg') Quanmatve analysis of capasicinokds by HML.C
revealed that the total content of these compounds increased in fruiss obtained from plants treated
with ZnO NPs (Figure 32). The highest concentration of capsawcinods was detectad n manure fruits
from plants treased with 2000 mg L of ZnO NFP's, with 2 maamum valee of 95215 + 817 mg kgt
that excoaded by 16.4% the cootrol (795.43 2 1954 mg kg~), while the values obtamned with ZnSOu at
2000 mg 1.~ were statistically the same as the control. The chromatogram i Figure 4a corresponds o
capsaxin and dibydrocapraicin tandards, with retenBon times of 6354 min (peak 1) and 9661 man
(peak 2), renpectively.

There is a direct correlation between total capsaicinoids content and pungency in pepper frusts
Frust SHU also increased significantly (p <0.01) by fertilizaton with Zn0 NPs (Figure 3b). The highest
increase of 16.4% (153,294.1 £ 1315.79 SHUZ) was obtained at a concentration of 2000 mg L~ with ZnO
NPs, while the control had the lowest accumuiaton (128065.0 + 3146.93 SHU. On the other hand,
the values obtained for SHU? wath ZnSOu at 2000 mg L did mot show sgnificant increases. The SHU
scale meamsres the pengency of peppers, and it depends on the concentration of capsaicin and
dihydrocapasicin. The SHU can be classifiad an (1) non-spicy (0-700 SHU?), (2) slightly spicy (700
3000 SHUY (3) moderately spicy (300025000 SHUF), (4) highly splcy (25000-70,000 SHLZ), and (5)
very hot (>80,000 SHLF) [74]. Based on our resuits, the habanero pepper frsits harvested in this study
are classified as very specy fruiss; however, total capsaianoid coacentraton, and thus SHUY, increased
sharply with the applicanon of Zn( NFs at high concentrations (2000 mg L-).
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This behavior relates to capsaianatds as mam anboxadants = peppers [35] and their protective
functions against ROS [75] Thereofore, # is possible that the sharp increase cbeerved is due o
oxidative stroes caused By ZonO NPn [19], becasse metsl NPs ster Ca*™ and ROS concertrations
invalved in cell mgnaling and complex physclogical and blochemical changes at the organism level
[76] In this case, the plant deferse system accumulised higher coacentrations of enrymatic and non
enrymane antiosidant compounds, which resalted in greater capsascinold accumulation (Figure 3).
Figure 4b.c.e show the chromatograms and refention omes for the compounds of the control frusts
and the ZnSOu treatments, whale Figure 44.f represent the retention imes obtained for the treatments

with ZnO NPs
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Fgure 4. Choomatograms (o Capsalam 2nd di ySrocapaacin in habaneeo pepper frults feoen plants
treased with Ziv0 NFs and ZnS0N (a) standards, (b) contred, (¢) 1000 20 L™ 2050, ¢d) 1000 mg L™
Zp0 NP5, (¢) 2000 mg L ZoS0, () 2000 mg L Znl) NPs.

3.7. Total Phowls. Tetsl Rlevonoids and Condensed Tominres

Resules indscate that the foluar applicanon of ZnO NPs significantdy affected (p < 0.01) phenals
and total Aavonouds (soluble + bound) content in the fruiss In all analyses of phenalic compounds,
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the soluble porbon had the Peghest concontrations of phenols and flavosoids, while the lowest
concentration was found in bound compounds The highest concentration of togal phenals (soluble «
bound) was obtained with applicatians of ZaO NPx in the treatment with 100 mg 1L° the conternt
was 144276 mgCAE Sg, while for 2000 mg 1.4 1t was 150460 mgGAE kg (Table 4], excoading by
10.5% and 145% the control treatment The concentratices obtaimed with ZnSOs were 129055
mgGAE kg7 for 1000 mg L™ and 1299.93 mgCAE kg™ for 2000 mg L™, without presenting significant
stanstcal differences in comparison with the control. When compared o values cbtained with ZnO
NPz at the same concentrabions, these amounts were 10.5% and 13.6% smaller respectively.

Table 4. Comere of total phenols and total Blavonoids (aoluble « bosnd) in habanemo pepper frults

obtained foan plants treatod with ZnO) N¥s and ZnSO,
Trowttnarts (mg 10 _T_g':ﬂﬂ Francho | '=l=:==E T —

Totad Froe Total
ST A : 0B b 11530: 400 e Bs 148:350h o0s2 ic IRLASD
Za0u 100 PSS P ND I2211:49b  IMOML AWML MMAKL  1MMb
INONT 00 DA MWL M s MM A0S MHAMS 2T,
Zat0n 2000 MMM AN iAW D2M0L  II9TiAms A&l IMISH

TuvD) NPw 2000 IMTAL s 006 e I AT A AMDe 1010k MDA SIS0
Values are the avorage of theoe repoctions. Meaos (u = 3) » standard dovistion DUflorent lossers in
cach coluren soars that e treatments woee atiatically Affeross (Tukey, p < 005

This behavior was also observed for total flavonolds content (Table 4). The highest concentration
of wtal flavonolds (soluble + bound) was foand at 1000 mg L+ and 2000 mg L~ of ZnO NPs, with
values of 237.17 mpCatE kg and 25150 mgCatE kg™, respectively. exceading by 22.5% and 26.9%
the control treatment. However, concentrabons obtanad with ZrSOk a¢ 1000 mg L7 (19624 smgCath
kg) and 2000 mg L' (19635 mpCath kg ') were 21.9% and 17.2% lower than those obtained at the
mame comomtrations of ZnO NPs and when compared with the control, there are no significant
statatcal differences. The contest of phenclic compounds i conatdered one of Bho mont impoctant
nutraceutical value parameters = habanero pepper fruiss [77]. Similar concentrations of phenolic
compoands have been found In orange habanero peppers (165.97 mg GAE 100 '), whie other
genotypes of habanero peppers grown in Yucatan, Mexico have lower concentrabons (2054 mg 100
it to 2075 mg 10 g*) [75). The presence of condensoed tannins was not detected 1n any of the
ramples. In this study, the offects caused (benefical and toxc) by the foliar application of ZnO NPs
in plants were higher than those caused by ZnSOk in fhe same concentrations. For example, the
highost accumulation of phenalic compounds and total flavoncdds was obtained in the harvested
fruits of the plants that were treated with 1000 and 2000 mg 1L+ ZnO NPs. To date, there are no repodts
comparing the effect of ZnO NPs and ZaSO« on the accumulition of hoactive compounds
habanero pepper fruits. However, our findings suggest that the effect could be relased to a specific
mechanism of the namopartiches in the plant system, since the ZnO NPs treatmenss generated the
groatest physological and biochemical changes in the plants. Some authors mentioned $hat the
tooacity generated by the ZaO NPs is due to the mtermalization of the NPy, the accumulation in the
timsue and the dmsolution of the zine jons [791 this suggests that the 7a0 NPs can induce tossaty
through e activity of the loas that are releasod during a pealanged period and can generate a greater
stmulation in the formation of ROS.

Addisonally, the difference i accumulation of phenolse compounds caused by ZnO NPs differs
from those caused by ZnSOs in the same concentrations {1000 mg L™ and 2000 mg L™), this can be
explained because ZnSO« is highly soluble and when appliad to the leaves of plants it can fall rapidly,
therofore. the bioavailability of Zn jons with the use of ZnSOw during an extended period = not safe
19.16]. Therefore, it is important o take into account that the foliar application of ZnSOs coald not
ponerate the same stroes as the ions abtained by the Zn0 NPy, since the NPs have a higher transport
potenitial and, therefore, a groater Bloavailability and absorption that allows them o interact with
intracellular struchares that sumulate ROS formation [80.81) However, other avthors emphasized
thas the phytomacity of ZnO NPs cannot be explained only by dissolved jons since the properties of
NPs can be affected by the means of exposure to plants [82.83).
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Zafar et 2l [84) indicated that the applicaton of ZnO NP induced coadative stress in the shooes
of Bressice migra and, interestingly. observed an increase in the noa-enzymatic antiosadant molecules
such as phenolic compounds and Savonoids dee o the accumulation of ROS. The results of the
experiment conducted by Pinedo-Guerrero et al. [35] also roported that the spplication of Cia NPs in
chitosan-PVA hydrogels at 2 concentration of 2.0 mg in jelapofio popper plants increasod the
accumulation of phenals in fruits (64.71 mgGAE 100 g™'), surpassing (n 5.9% the control, the increase
was associated with an increase in oxidative stress generatad by ROS.

Plames have developed vanous protection mechanisms to limit oxidanive damage caused by ROS
through the production of anboxidants such as phenals, carotenoids and antiowidant enzymes [26].
Phenolic compounds play 3 promanent role in detoaficanon mechanisos of ROS [85] as electron
domors in organelle sructures and can directly eliminate the molecular species of active oxygen,
mainly Sue to their redox propertion. They act in absorp and tralization of froe radicals,
extnction of mngiet and triplet oxygen of decomponinon of peroxidos [56]. This behavior explasns
the highest accumulanion of phenals and flavoncids In the fries froen plants exposad to treatments
with ZnO NPs.

3.8, Amtioxidant Capacity

Ia Talble 5, mgmificant differencen (p < 0.01) were obmerved amonyg treatments in the aatsossdan
capacity assxys of ABTS, DPPHL and FRAP. In all analyses, the soluble portioa had the highest
antosadant capaaty. Results indscare thas total anficxddant activity (soluble = bound) was from 8328
mmolTE kg 1o 98,49 mmol TE kg™, from 14529 mmol TE kg to 213.16 mmoITE kg, and from 23525
mmol TE kgt 20 296.06 mmalTE kg in ABTS, DPPHL and FRAP, respectvely (Table 5). According o
results of pheonolic content, the three methods of antioadant capacity had the highest values for
troatrments with ZnO NPs 3t concentrations of 300 mg L~ and 2000 mg 1! and were statisbically
different from the control and ZaSOs trestments (Table 5). Correlationa Between total phenolic
content (¢ = 095 0.9, and r = 0.50, respectively), total flavonclds (r « 095, 059, and r = 050,
respectively) and antioxadant capacity messured by FRAP, DEPFHL, and ABTS muggest thar higher
values of phenolic compounds in the habanero peppers are related to greater antocddant capacity.
Sirmlar patterns have been reported in jalapefio pepper fruits [35). peppers of the Capsicsen genus (87)
and jalapeno and serrano peppers [88]

Previous stadies have shown that ZnO NPs can generate cytotaxicity due to the production of
ROS [55] The induction and Blosynthesia of phenclic compounds are melated to strome cauncd by
heavy mectals. This responae may oxplain the Large sccumulation of these compounds in fruits from
plants exposed to ZaO NPs [89], and 11 could be the main reason for the obwerved higher antiossdant
actwines [S0) A study conducted by Zare et al. [9]] showed that syntheszed ZnO NP had higher
antiosadant activity (ABTS and DPPH) compared to ZnO mucroparticles. The beological and
antonadant effectiveness of ZnO NPs depends on particle size and shape [12]. In this stady, the
apphication of ZaO NPs generated the heghest accumulation of phenolic compounds in fruits and
resulted in oreases in antioxidant activitics.

Table &, Antionadant activity k= hab pepper frulle ob & trom pi trested with ZnO Nps
and IO

'_’I'-—-b

—i0  Frve Bond e il Tl
Ceomerad P00z 3198 &SR :430c IRW:SNVE VWV :2T7c 1725 :4680 6L 325D
ZaSOW W00 RIB:3MD 795:450 I12MA7: 0220 BA0:588c IMA:519 &S M:ASIL
ZeI NP 1000 Sa7:278a AXS:Aada  15598:9585a @M EMD M5 14s BN l6is
L0 200 HL A Ri12:4Wb NSl e®b MM:4iddc IMWATIS Sl
TN IE0 M2 MMs 922 :7Ma WSS A0e MMl i6 s MIJNAAX. MM 197

Values ave the average of five repetitaons. Neans (¢ = 3) = sundand deviaton. Diffesens letters i cach
ool means that the [reatments wene Ransacally difterent (Tukey, p < 0.05),
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4. Conclusions

The applicason of ZnO NPs affected the development of pepper planta, At a concentration of
1000 mg L, it promaoted plant growth, and increased number and average weight of the fruits, while
2t 2000 mg L, 1t promoted negative offocts on growth and development of the crop. Theredore, the
ZnO NPs effect depends on the concentraton applicd. In contrast, the effect of the application of
ZnSOw at concentrations of 1000 and 2000 mg L™ was lower and had maner effocts on crop yweld. On
the other hand, foliar application of ZoO NPs at 2000 mg L~ led to mgraficant improvements in frust
quality, inchuding increascs = Btratable acidity, sclublo solids, and docroases in pil without
sgmificant differencen b L erts with 7n. Likowise, accumulation of total capsaicinoida in
frizits froen plants treated with 1000 eng L and 2000 mg L of ZevO NPy reached 88157 mg Kg and
SS215 mg Kg*, respectively, which resulted in sigruficant increases n SHU. In the same way,
apphication of ZnO NPs at 1000 mg L~ and 2000 mg L increased phenols and total flavonoids
(soluble - bound) content in habanero pepper fruts that resulied in increased antoxidast capaaty
according to ABTS, DPPH, anc FRAP as=ay=

= surmmnary, results of this study demonstrate the inflizence of the foliar application of 7a0 NP=
and ZoS04 on devolopment and yield of habamaro pepper plants.
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