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Resumen

Se analiz6 el efecto de la presencia de nanoparticulas de titanio sobre la germinacién, crecimiento y
expresion de proteinas de semillas de alfalfa (Medicago sativa) y brécoli (Brassica oleracea italica)
incubadas durante 14 dias. Las semillas fueron inmersas en soluciones de nanoparticulas a
concentraciones de 50 mg L, 500 mg L* y 1000 mg Le incubadas a 28°C en cajas Petri; se estimé la
tasa de germinacion y registrd la longitud de raiz. Se tomaron muestras correspondientes a cada dia de
medicion (0, 3, 7 y 14) y posteriormente fueron almacenadas a -20 °C. Se tomaron muestras para los
tratamientos control y 1000 mg/L de los dias 0, 3y 7; se extrajo la proteina y analiz6 el perfil proteico,
empleando electroforesis. Se encontré un efecto de las nanoparticulas sobre la morfometria y tasa de
germinacién ya que inhibian el crecimiento y longitud de raiz. Respecto al andlisis preliminar del perfil
proteico, fue posible determinar el patron proteico para todas las muestras, se presume que podria
haber afectacion en la concentracion de algunas proteinas para las muestras analizadas.

Abstract

In order to describe the toxic effect of titanium nanoparticles, an analysis of germination rate and length
root were carried out on alfalfa (Medicago sativa) and broccoli (Brassica oleracea italica) seeds; the
seeds were incubated during 14 days; after incubation an analysis of protein in seeds was done. The
seeds were soaked in nanoparticles solutions at different concentrations e.g., 50 mg L%, 500 mg L* and,
1000 mg L1. The germination rate was calculated and root length was measured. Samples were taken
for each day of measurement (0, 3, 7 and 14 days) and kept at -20°C. A protein analysis was done, the
analyzed samples correspond to those treated at 0 and 1000 mg L-1, corresponding to 0, 3 and 7 days of
incubation. It was found an effect of theses materials on morphometry and germination rate; there was an
inhibition in growth and root length on plants with nanoparticles. After the protein analysis, it is assumed
that existed effect of nanoparticles solution on the concentration of some proteins for the treatments
analyzed.
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INTRODUCCION

En los Ultimos afios, la nanotecnologia y sus
aplicaciones han tenido un rapido crecimiento, de
manera que se han creado y comercializado
nuevos productos que continuamente son
introducidos al mercado global, de tal manera que,
es inevitable la acumulacién de éstos en el medio
ambiente [1]. Tales avances en la ingenieria de
materiales han permitido la produccién de
nanomateriales, teniendo caracteristicas fisicas y
quimicas Unicas [2]. Hoy en dia, las aplicaciones
de nanoparticulas (NPs) se han desarrollado en
diferentes disciplinas: medicina, materiales,
electronica, cosméticos, etc., y se ha comenzado a
ver el potencial dentro de la agricultura. Pese a los
beneficios y efectos positivos de estos avances se
tiene como preocupacion principal el impacto
negativo previsto por su entrada en ecosistemas
terrestres 'y acudticos pues tienen como
consecuencia efectos toxicol6gicos en animales y
plantas. [3]

Nanoparticulas y plantas

Existen estudios que demuestran el impacto de
diferentes tipos de NPs, entre ellas, NPs
metdlicas, cuando interactiGan con plantas las
cuales causan un cambio morfolégico vy fisioldgico.
[4]. La biodisponibilidad de NPs depende de las
caracteristicas del suelo, propiedades de NPs y el
tipo de planta lo cual impacta directamente al
crecimiento y germinacion de ésta. En general, las
plantas requieren de elementos metéalicos
esenciales (micronutrientes) para un correcto
funcionamiento de enzimas y proteinas
dependientes de éstos, sin embargo, algunos
elementos no esenciales como As, Hg, Cd y Pb,
son toxicos para ellas [5]. Las principales fuentes
de contaminacion de estos metales son:
fertilizantes organicos e inorganicos, tratamiento
de aguas, deposicion atmosférica, rellenos
sanitarios, transporte de automoviles, etc. [6]. Sin
embargo, otros estudios demuestran los efectos
benéficos de otros metales, por ejemplo, NPs de
titanio en la longitud de raiz (Arabidopsis thaliana a
400 mgL-1), germinacién (Foenicutum vulgare a 60
mgL?) y crecimiento de planta (Lemma minor
menor a 200 mgL?) [7][8].

Por tanto, el objetivo de este estudio fue
determinar el efecto de nanoparticulas de titanio
(NPs-TiO2) sobre el proceso de germinacion y
crecimiento en plantas de alfalfa (Medicago sativa)
y brécoli (Brassica oleracea italica) durante 14 dias
de incubacion para describir las posibles
alteraciones morfolégicas haciendo uso de
variables como longitud de raiz y porcentaje de
germinacion. Un andlisis proteico en los dias 0, 3y
7 fue empleado para determinar el efecto de estas
NPs respecto a la concentracion utilizada y dias de
exposicion, para la obtencién de la expresion de
proteinas como analisis preliminar previo a un
analisis de agrupamiento de bandas.

MATERIALES Y METODOS

Nanoparticulas y acondicionamiento de
semillas

Se emplearon NPs de titanio (TiO2) las cuales
presentan un tamafio <50 nm. Fueron adquiridas
de ID-nano, Investigacion y Desarrollo de
Nanomateriales S.A. de C.V.

Se seleccionaron dos tipos de plantas: alfalfa
(Medicago sativa) y brécoli Brassica oleracea
italica) por su importancia a nivel comercial en el
estado de Guanajuato. Las semillas estuvieron
almacenadas a temperatura ambiente en su sobre
hermético. Antes del tratamiento, éstas fueron
lavadas con una solucion de hipoclorito de sodio al
6% Yy se enjuagaron con agua destilada.

Tratamientos e incubacion

Fueron establecidos cuatro tratamientos: solucion
control (TC) y tres soluciones con NPs, de tal
manera que fueron preparadas a sus respectivas
concentraciones, 50 (T1), 500 (T2) y 1000 (T3)
ppm (mg LY).

Posteriormente, se dejaron inmersas en dichas
soluciones durante 10 horas.

Se prepararon cajas Petri acondicionadas con
papel filtro para colocar las semillas embebidas en
las soluciones. Fueron utilizadas 3 cajas por
tratamiento que correspondieron a los dias de
medicion 3, 7 y 14 (el dia 0 no necesitd caja, se
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tomad la muestra luego de retirar las semillas de las
soluciones). En cada dia, se tomaron muestras de
semilla y/o raiz tales que, fueron colocadas en
tubos eppendorf ® etiquetados, y almacenadas a -
20°C.

Electroforesis de proteinas

Se realizd el analisis empleando geles de
electroforesis para las muestras guardadas en
congelador correspondientes a los dias 0, 3y 7.

Se llevd a cabo la extraccion de proteina
empleando un buffer de solucion amortiguadora
(TRIS 300 mM, EDTA 25.5 mM, KCI 40 mN,
Sacarosa 180 mN, ajustando a pH=8) e inhibidor
de proteasa. Se colocaron volimenes entre 400 y
500 pL de esta solucién a cada muestra; se llevo a
cabo lisis mecanica en la cual se utilizo pistilo para
homogeneizar y posteriormente se centrifugd a
4000 xg. Empleando el equipo de UV-vis Thermo
Scientific se obtuvo la concentracién de proteina
extraida utilizando como referencia una curva
estandar de BSA (Bovine Serum Albumin) (0.05,
0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg/ml). Una vez conocida la
concentracién se preparo el gel de acrilamida (gel
separador al 12% y gel concentrador al 5%) para
realizar la electroforesis.

Se tomaron 15 pg de proteina para cada una de
las muestras, correspondiente a volimenes
diferentes y 5 pL de buffer (2x Laemmli sample
buffer y mercaptoetanol). Tales muestras se
calentaron durante 5 minutos, posteriormente se
centrifugaron 1 minuto y fueron cargadas en los
pozos del gel, dejando el primer carril para el
marcador de peso molecular (5pL).

Se dej6é correr por dos horas con un voltaje de
80V, al finalizar se tifi6 con azul de comassie al
0.125% por 20 minutos y se destifié por una hora
con una solucion 40% metanol-10% &cido acético,
posterior a ello con una solucién destefidora 5%
metanol-7% &acido acético por dos dias.

Seleccidn de variables de respuesta

Se realiz6 la medicion de longitud de raiz para el
dia 3 y 7 de incubacién. Ademas, se cuantificé la
cantidad de semillas germinadas para los dias 3, 7
y 14, y se calculd el coeficiente de velocidad de
germinacion (Coeficiente de Kotowski).

RESULTADOS Y DISCUSION

Longitud de raiz y porcentaje de
germinacion

Las IMAGENES 1 y 2 presentan las gréficas
obtenidas para la longitud de raiz medidas al dia 3
y 7 de incubacién para ambas plantas. Se puede
observar que al dia 3 alfalfa presenté mayor
longitud, mientras que al 7, brécoli superd este
resultado. Para el caso de brécoli al dia 7, no hay
diferencia significativa entre TC y los tres
tratamientos, pero se obtuvo que para T3 hubo
inhibicién en la longitud de raiz, mientras que, para
alfalfa, se encontré diferencia entre TC y T1 pero
noconT2yT3
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IMAGEN 1. Longitud de raiz para los cuatro
tratamientos analizados al dia 3 de incubacion

Para el caso del porcentaje de germinacion, la
Tabla 1 muestra los valores obtenidos, asi como
para el coeficiente de velocidad de germinacion.
Tales valores fueron presentados para el dia 14 de
incubacion. Se puede observar que para alfalfa se
obtuvieron los resultados de mayor valor, habiendo
una diferencia entre T1 y TC, mientras que, para
brécoli se puede observar que el porcentaje de
germinacion es menor para las semillas tratadas
con NPs respecto al tratamiento control. Respecto
al coeficiente de Kotowski, alfalfa obtuvo el mismo
valor para los 4 tratamiento, teniendo un
crecimiento rapido y constante, mientras que
brocoli en dos de sus tratamientos obtuvo el
mismo valor que la otra semilla, sin embargo, sus
porcentajes son menor respecto a ésta.
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IMAGEN 2. Longitud de raiz para los cuatro
tratamientos analizados al dia 7 de incubacion

Tabla 1: Porcentaje y coeficiente de velocidad de germinacion
para el dia 14 de incubacion.

Porcentaje .
., Coeficiente de
. Concentracion de .
Semilla . L, Kotowski al dia
(ppm) germinacion 14
al dia 14
TC 93 12.5
T1 97 125
Alfalfa T 90 125
T3 88 125
TC 92 12.1
Brécoli Uy & 22
T2 71 12.5
T3 71 125

Algunos autores mencionan que los indices de
germinacion y elongacion de plantulas son los
principales puntos de comparacién mas utilizados
entre plantas y nanoparticulas lo cual depende
directamente del tipo de nanoparticula y la especie
de planta [9]. Un estudio realizado con NPs de
titanio en trigo mostré que no habia cambios en la
velocidad de germinacién, sin embargo, se
encontraron efectos en la semilla [10]; para
jitomate desde 10 a 1000 mgL?' se inhibe
significativamente la germinacion.

Perfil proteico: analisis preliminar
El andlisis del efecto de nanoparticulas sobre el

perfil de proteinas requiere el estudio de la
concentracion de cada banda en el gel para un

analisis de agrupamiento y definir el efecto de NPs
sobre las proteinas, lo cual, en este caso, lleva a
mostrar solamente un analisis preliminar

De acuerdo a los perfiles de proteinas obtenidos a
partir del analisis de electroforesis, resultdé que,
respecto a cada tratamiento, hay una disminucion
en la intensidad de las bandas, tanto para alfalfa
(IMAGEN 3) como para brécoli IMAGEN 4).
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IMAGEN 3. Perfil de proteinas para alfalfa (Medicago sativa) a

los dias 0,3y 7 (DO, D3, D7) para TC y T3.

Por otro lado, se observa un patron de bandas
entre los dias medidos. Es decir, para el dia 0 (D0)
en ambos tratamientos se muestran las mismas
bandas de proteinas, lo mismo ocurre para D3 y
D7 en ambas plantas.

Con estos resultados, podria decirse que, con el
paso del tiempo y cuando existe la presencia de
NPs, la concentracibn de proteina disminuye
(preliminarmente), comparando T3 con TC.
Ademds, para ambas semillas, como se observa
en las IMAGENES 3y 4, para el dia 7, el T3 fue la
banda que se observé de manera degradada y con
menor definicion.
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IMAGEN 4. Perfil de proteinas para alfalfa (Brassica oleracea
italica) a los dias 0, 3y 7 (D0, D3, D7) para TC y T3.

Algunos autores han realizado estudios para
monitorear la concentracion de proteina con NPs
de plata a 10 mgL! en Bacopa monnieri entre los
dias 5 y 30 y encontraron un decremento al dia 10
comparado con el dia 5 [11]. Otro estudio mostré
que, al someter trigo con NPs de aluminio
incrementaban las proteinas [12].

CONCLUSIONES

Se encontré que existe un efecto de las NPs de
titanio sobre el crecimiento y germinacion de
plantulas de brocoli y alfalfa como en el perfil
proteico. En el primer caso, hay una diferencia
significativa entre los tratamientos con NPs vy el
control respecto a la longitud de raiz para los dias
de crecimiento y se observé una inhibicion en la
germinacion de semillas. De acuerdo con el pefrfil
de proteinas, también se encontr6 que con NPs,
las bandas en el gel disminuian en intensidad y
presumiblemente, la concentraciéon. Todo esto da
pauta para realizar estudios a largo plazo y asi
evaluar las implicaciones que tienen no solo el
titanio, sino otros metales pesados sobre la
respuesta de plantas y los efectos toxicolégicos
gue pueden presentar en el medio ambiente.
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