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RESUMEN

En la presente tesis de licenciatura se sintetizaron nanoparticulas de quitosan (NPsCS)
mediante el método de gelacién idnica, en su forma pura e incorporando micronutrientes
esenciales como: niquel (30 ppm), cobalto (20 ppm) y molibdeno (3 ppm), con el propdsito de
evaluar su aplicacion en semillas y plantulas de meldn de la variedad Cantaloupe.

Tanto las nanoparticulas puras como las que contenian micronutrientes (NPsCS-Mi)
fueron caracterizadas mediante FTIR-ATR, TGA, DSC, DRX, DLS, potencial Zeta e ICP-OES.
Las nanoparticulas presentaron tamafios de particula entre 265 y 530 nm, con un potencial Zeta
superior a 28.4 mV, lo que indicdé su buena estabilidad coloidal. Se identificaron grupos
funcionales polares (amina e hidroxilo) y su interaccién con el tripolifosfato de sodio, asi como
la presencia de los micronutrientes en estudio (Ni, Co y Mo). Las NPsCS-Mi mostraron una
mayor estabilidad térmica, asi como modificaciones en su morfologia y cristalinidad en
comparacion con las NPsCS puras.

Las NPsCS y los nanocompuestos de NPsCS-Mi se aplicaron en semillas de melén en
tres métodos de germinacion: taco, caja Petri y sustrato, y mediante aplicacion foliar (aspersion)
en plantulas. Se evaluaron la germinacién y el desarrollo de las plantulas (elongacion y
biomasa), asi como las propiedades bioquimicas asociadas al metabolismo primario y
secundario: clorofilas, proteinas, fenoles totales y capacidad antioxidante. La aplicacion de las
NPsCS-Ni presentaron un mayor efecto sobre el tiempo de germinacion, el crecimiento de las
raices y la tolerancia al estrés. Los resultados de la evaluacion de las propiedades bioquimicas
indicaron que las NPSCS-Mi pueden actuar como bioestimulantes de la germinacion, desarrollo
y tolerancia al estrés en plantulas de mel6n, pero su efectividad depende del tipo del sistema de
germinacion, la concentracién y las condiciones ambientales.

Los nanocompuestos estudiados son materiales amigables con el medio ambiente y
potencialmente pueden reemplazar y competir con los fertilizantes comerciales que contaminan
suelo y agua. Ademas, podrian tener aplicaciones médicas, antimicrobianas, anticancerigenas y
antioxidantes.

Palabras clave: Nanoparticulas de quitosan, gelacion ionica, micronutrientes (Ni, Co, Mo),

Cucumis melo



I. ANTECEDENTES

2.1 Quitosan: Propiedades y aplicaciones

El quitosan es un biopolimero derivado de la desacetilacion termoalcalina de la quitina
(Esquema 1). Su estructura lineal consiste en unidades de 1, 4-p-2-amino-2-desoxi-D-glucosa,
y cuenta con una naturaleza ligeramente hidrofilica (Raza et al., 2020). Presenta variaciones
estructurales que dependen de su grado de desacetilacion, peso molecular, fuente y método de
extraccion, lo que afecta directamente sus propiedades fisicoquimicas (solubilidad y viscosidad)
y bioldgicas (actividad antimicrobiana y biocompatibilidad).
El quitosén es un biopolimero que destaca por sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes,
biodegradables, biocompatibles, osteoconductivas y no antigénicas, asi como por su capacidad
para formar biopeliculas, matrices extracelulares y complejos electroliticos (Guo et al., 2024).
Sin embargo, su baja solubilidad en agua y en pH fisioldgico, junto con propiedades mecéanicas
débiles, limitan algunas de sus aplicaciones (Raza et al., 2020). Gracias a su baja toxicidad, el
quitosan ha sido estudiado en areas como la agricultura, la medicina, la tecnologia de alimentos

y la farmacéutica (Wang et al., 2024).

Quitina Quitosan
OH OH OH OH
0] 9]
~ 0 o] ~ 0] 0]
/O /0
Ho? Y 0 o OH Ho? o} W OH
NH \I-(NH MNH2 NH2
o) o)

Esquema 1. Estructura de la quitina y del quitosan

Desde 1979 se ha documentado su actividad antimicrobiana, la cual se basa en la interaccion de
sus grupos funcionales con las paredes celulares de los patdgenos, lo que provoca la ruptura de
las membranas y, como resultado, la muerte celular. Ademas, los grupos amino pueden
reaccionar con radicales libres, mitigando el dafio oxidativo celular. La capacidad antioxidante

del quitosan esta fuertemente ligada a su peso molecular, ya que un menor peso molecular



mejora la disponibilidad de los grupos amino y, por ende, su eficacia (J. Wang et al., 2024). En
la agricultura, el quitosan se utiliza como acarreador de nutrientes debido a su capacidad de
quelar metales, y se ha evaluado como aditivo en fertilizantes para liberar y absorber nutrientes
de manera controlada (Deshpande et al., 2017; Parthasarathy et al., 2023), también se ha
utilizado en diferentes estudios como promotor de germinacion y crecimiento en semillas, como
una nueva alternativa a los inductores quimicos que contrarrestan los efectos del estrés abidtico

causado por el cambio climatico (Riseh et al., 2024).

2.2 Nanoparticulas de quitosan (NPsCS)
2.2.1 Métodos de sintesis para la obtencion de nanoparticulas de quitosan (NPsCS)

El quitosan tiene la capacidad de formar geles al interactuar con aniones. Esta propiedad
fue inicialmente estudiada para la liberacion de farmacos, pero su aplicacion estuvo limitada
debido al tamafio de las particulas obtenidas (1-2 mm). Las nanoparticulas de quitosan (NPsCS)
se describieron por primera vez en 1994 para la administracion del farmaco anticancerigeno 5-
fluorouracilo (Grenha, 2012). Desde entonces, se han desarrollado e innovado los procesos de
sintesis de NPsCS (Divya & Jisha, 2018a). Hasta la fecha, se han explorado diversos métodos
para la sintesis de nanoparticulas de quitosan, con el objetivo de desarrollar formulaciones
adecuadas que se ajusten a las necesidades especificas, a través de disefios personalizados de
moléculas. Los métodos de sintesis de nueva generacion implican procedimientos menos
complejos, utilizan menos disolventes organicos (Jha & Mayanovic, 2023a), mejoran la
rentabilidad y la velocidad de reaccion (Karamchandani et al., 2024). A continuacion, se
describen los métodos més utilizados para la sintesis de NPsCS:

Gelificacidn idnica. Este método fue introducido por Calvo y colaboradores (1997) como una

alternativa para la sintesis de NPsCS, permitiendo el disefio de nanoparticulas capaces de
integrar proteinas y péptidos. Utiliza un polianion, como el tripolifosfato de sodio (TPP), que
interactta ionicamente con los grupos amino del quitosan (CS), reduciendo el tamario de las
particulas a escala nanométrica (Jha & Mayanovic, 2023). En este primer estudio, se
determinaron los rangos "6ptimos™ de concentracién de CS, TPP y oxido de propileno (PPO).
El proceso es sencillo: el quitosan se disuelve en una solucion ligeramente acida (generalmente
acido acético) y se puede afadir un agente estabilizante. Luego, se agrega el polianion (TPP)

bajo agitacion magnética a temperatura ambiente durante un tiempo relativamente corto (Jha &



Mayanovic, 2023). Este método se basa en interacciones de reticulacion entre los grupos
funcionales del CS (amino protonados, NHs") y los grupos fosfato del TPP (carga negativa)
(Sacco et al., 2021), disminuyendo el tamafio de las particulas (200-1000 nm). Es util para
generar NPs compatibles con compuestos bioactivos, ampliando su aplicacion bioldgica y
reduciendo toxicidad. Sin embargo, puede disminuir la estabilidad dependiendo del complejo
que acomparie a las NPs (Sacco et al., 2021) (Chandra Hembram et al., 2016; Divya & Jisha,
2018).

Complejo polielectrolitico. Este método se basa en la interaccién i6nica entre un contranion o

molécula cargada negativamente y el quitosan, que actia como cation. La neutralizacién de
cargas forma un complejo autoensamblado, reduciendo la hidrofilicidad (Jha & Mayanovic,
2023b). Este método permite obtener particulas de entre 50 y 800 nm (Chandra Hembram et al.,
2016). Factores clave como el pH y el peso molecular del quitosan afectan el disefio de tamafio
y rendimiento. Un pH bajo y un peso molecular moderado favorecen la complejacion de las NPs
(Chandra Hembram et al., 2016; Divya & Jisha, 2018). Aunque permite integrar moléculas
bioactivas, este método requiere que los compuestos tengan una carga compatible para

interactuar.

Microemulsion o Micelizacidn inversa. Este método permite la generacion de casi cualquier tipo
de NPs mediante emulsiones, en donde liquidos inmiscibles interactian con surfactantes y
agentes entrecruzantes (Caro-Ledn et al., 2019). En el caso de las NPsCS, se genera una
microemulsion de micelas inversas en una fase dispersante (generalmente hexano), equilibrada
con surfactantes como bis-(2-etilhexil) sulfosuccinato sédico (AOT). La adicion de un agente
entrecruzante mejora las interacciones entre el CS y otros compuestos. Por ejemplo,(Mitra et
al., 2001) sintetizaron NPsCS utilizando hexano y evaluaron su actividad antitumoral, AOT y
un conjugado de dextrano-doxorrubicina (DEX-DXR), obteniendo particulas de 100 nm. Este
método también permite manipular el tamafio de las NPs segun el grado de desacetilaciéon y la
cantidad de surfactante. Sin embargo, el uso de solventes organicos y surfactantes con potencial
toxicidad ha reducido su interés en investigaciones actuales (Caro-Leon et al., 2019) (Jha &
Mayanovic, 2023)

Desolvatacién. Basado en interacciones fisicas, este método implica la precipitacion del
guitosan mediante la adicion de un agente precipitante (como sulfato de sodio) que compite por

solvatar el agua, reduciendo la solubilidad del CS y favoreciendo la formacién de NPs (Bhatt et



al., 2024). Inicialmente este método fue utilizado para elaborar microportadores de complejos
bioactivos y ahora es empleado para obtener NPSCS con aplicaciones terapéuticas (Jha &
Mayanovic, 2023).

Difusidn de disolventes. Este método es util para cargar compuestos insolubles en agua, como

ciclosporina-A o levofloxacina (Caro-Leon et al., 2019). Utiliza una fase organica (cloruro de
metilo y acetona) y una solucion acuosa de quitosan estabilizada con agentes emulsificantes,
como lecitina y poloxamero 188. El solvente se elimina mediante rotaevaporacion, permitiendo

que los complejos de quitosan y el farmaco precipiten como NPs.

2.3 Aplicaciones y ventajas del uso de NPsCS en diferentes areas
2.3.1 Aplicaciones de las NPsCS en la agrobiotecnologia

Se reporta que, la aplicacion de NPsCS en semillas promueve una retencion y liberacion
controlada de agua debido a su capacidad higroscépica, controlando asi la hidratacion e inicio
de rutas metabdlicas en la semilla (Guan et al., 2009; Szymanska & Winnicka, 2015a). Ademas, las
NPsCS son capaces de inducir la expresion de genes que sefializan la interrupcion de sintesis de
ABA, el cual se relaciona al estado de dormancia de las semillas (Farooq et al., 2022).
Asimismo, algunos autores han planteado que las NPsCS incrementan la germinacion en
algunos cultivos ya que estimulan enzimas del metabolismo secundario tales como la quitinasa,
celulasa y B-1,3 glucanasa (Choudhary et al., 2017. Sin embargo, una alta concentracion de
NPsCS aplicadas puede tener efectos adversos, generando efectos toxicos y altos niveles de
estrés lo que reduce significativamente la germinacion, desarrollo y rendimiento de la planta
(Allam et al., 2024; Choudhary et al., 2017)
Aunque su principal aplicacion es como fertilizante y agente antimicrobiano, las NPsCS también
tienen un gran potencial como reguladores del crecimiento vegetal. Gracias a su capacidad de
transporte, pueden cargarse con hormonas o elicitores que favorecen las respuestas fisiologicas
de las plantas. Ademas, los nuevos fertilizantes y pesticidas buscan optimizar la produccion
agricola reduciendo su impacto en el suelo. Esto se logra mediante formulaciones dirigidas y
controladas que encapsulan nutrientes 0 compuestos para ser liberados lentamente bajo
condiciones especificas. En el &ambito agricola, las NPsCS también son Utiles para acondicionar

suelos, ya que pueden transportar materia organica y microorganismos benéficos. Esto



contribuye a mejorar la estructura del suelo y su capacidad de retencién hidrica (Karamchandani
etal., 2024).

La agricultura moderna enfrenta una serie de desafios impuestos por el cambio climéatico, como
la sequia y las altas temperaturas, asi como problemas de origen antropogénico, como la
contaminacion del suelo y el agua, y la infertilidad causada por el uso excesivo. Por esta razén,
el desarrollo de nuevos fertilizantes y agroquimicos se ha orientado hacia alternativas méas
sustentables y sostenibles.

En este contexto, las nanoparticulas de quitosan (NPsCS) han sido objeto de estudio por sus
multiples propiedades y aplicaciones. Su uso ha sido analizado tanto de forma aislada como en
combinacién con metales como Niquel (Ni), Selenio (Se), Cobalto (Co), Silicio (Si), Zinc (Zn),
Plata (Ag), entre otros (Biao et al., 2017; Chouhan et al., 2022; Senthilkumar et al., 2019;
Sharma et al., 2020; Vanti et al., 2020).

Los fertilizantes basados en NPsCS forman parte de una nueva generacion de fertilizantes
inteligentes que prometen una liberacion y absorcion de nutrientes mas lenta y controlada,
reduciendo el impacto ambiental asociado con el uso excesivo de fertilizantes convencionales
(Kumaraswamy et al., 2021). Estas nanoparticulas tienen la capacidad de quelatar diversos
metales y liberarlos de manera gradual, lo que mejora la eficacia y la absorcién de fertilizantes
y pesticidas.

Se ha demostrado que la aplicacion de NPsCS, junto con ciertos oligonutrientes, mejora las
caracteristicas de los cultivos y su tolerancia a diversos tipos de estrés Riseh et al., 2024;
Sheikhalipour et al., 2021). Estas nanoparticulas han sido empleadas como fuente de carbono
(54.4-47.9 %), oxigeno (42.3-30.19 %), nitrdgeno (7.6-5.8 %) y fosforo (6.1-3.4 %) para
distintos cultivos (Choudhary et al., 2017; Kumaraswamy et al., 2019, 2021).

2.3.2 Nanoparticulas de quitosan como vehiculo de micronutrientes
Los recientes avances en biotecnologia han impulsado el desarrollo y la evolucion de los
sistemas agricolas mediante la implementacion de nanoformulaciones, como nanofertilizantes,
pesticidas, herbicidas y sensores, que mejoran la calidad y la salud de los suelos y cultivos. En
este contexto, los nanocompuestos tienen el potencial de corregir deficiencias de

micronutrientes en cultivos de interés agricola. Gracias a su capacidad de liberacion controlada,



es posible suministrar nutrientes en dosis y tiempos especificos (Hidangmayum & Dwivedi,
2022).

La estructura del quitosan es particularmente adecuada para la unién de iones metalicos
mediante intercambio iénico, formacion de complejos, sorcion fisica y atrapamiento
intermolecular e intramolecular. Las formulaciones basadas en NPsCS permiten una liberacion
controlada y una estabilidad superior para los compuestos encapsulados (Hidangmayum &
Dwivedi, 2022). Para lograr las propiedades deseadas, es fundamental considerar las
caracteristicas del quitosan, el compuesto a encapsular y el método de formulacion utilizado
(Karamchandani et al., 2022). Los nanofertilizantes presentan la ventaja de su tamafio reducido,
lo que mejora su permeabilidad a través de las paredes celulares de la planta, permitiendo una
absorcion rapida y eficiente de los nutrientes. Ademas, su capacidad para dirigirse a elementos
especificos optimiza su uso (Datta et al., 2024; Karamchandani et al., 2024). Estos fertilizantes
ofrecen una buena relacion costo-beneficio, ya que mejoran significativamente las condiciones
del suelo y los cultivos, ademas de interactuar con la microbiota del suelo y sus componentes
(Saravana kumari et al., 2024).

En la dltima década, se han reportado estudios sobre la actividad combinada de las NPsCS con
diferentes micronutrientes. Por ejemplo, la aplicacion de NPsCS con cobre (Cu) en cultivos de
maiz (Zea mays L.) ha demostrado actuar como catalizador del crecimiento y aumentar la
resistencia a la podredumbre del tallo en la etapa post-floracion (Sharma et al., 2024). De manera
similar, se ha reportado que el uso de NPsCS con cobre en cultivos de tomate mejora el
crecimiento, el rendimiento y las caracteristicas nutricionales del fruto (Ortega-Ortiz et al.,
2016). Por otro lado, Deshpande et al. (2017) sugieren la aplicacion foliar de zinc utilizando
como acarreador NPsCS, con el objetivo de fortificar y nutrir cultivos con deficiencia de este
mineral. Otros estudios han utilizado NPsCS en combinacién con selenio (Se) para potenciar la
resistencia al estrés salino en cultivos de meldn agrio (Sheikhalipour et al., 2021) y como agente
antioxidante (Luo et al., 2010; Zhai et al., 2017).

2.4 Micronutrientes benéficos para las plantas
Un elemento benéfico es aquel que, aunque no es esencial para todas las especies de
plantas, en concentraciones bajas puede mejorar el crecimiento, la productividad o la salud de

los cultivos. Sin embargo, en dosis elevadas, puede resultar toxico, afectando negativamente el



desarrollo de la planta. Estos elementos desempefian funciones importantes en el metabolismo
y en diversos procesos fisioldgicos, pero su presencia debe estar cuidadosamente regulada para
evitar efectos adversos (Pilon-Smits et al., 2009; Trejo-Téllez & Gémez-Merino, 2023).

Se ha reportado que la aplicacion de micronutrientes, genera diferentes respuestas sobre la
germinacién dependiendo de la concentracion, tipo de cultivo y condiciones exdgenas (Allam
etal., 2024).

2.4.1 Funcion del niquel en las plantas

El niquel (Ni) es el 22° elemento mé&s abundante en la Tierra y esta presente en los suelos
en concentraciones traza (Ahmad et al., 2009). Aunque se ha considerado un metal pesado
contaminante de suelos también es reconocido como el 17° microelemento esencial para el
desarrollo de algunas plantas superiores (Hassan et al., 2019). Su funcion principal es actuar
como cofactor de la enzima ureasa, la cual transforma la urea en amonio dentro del ciclo del
nitrégeno en las plantas. Ademas, su importancia se asocia con el funcionamiento de otras
enzimas, por lo que su deficiencia puede provocar intoxicaciones por acumulacion de urea,
causando necrosis celular, reduccion del tamafio de las hojas y afectaciones en las estructuras
radiculares (Fabiano et al., 2015; Rabinovich et al., 2024). El niquel también es un componente
de otras metaloenzimas, como la superodxido dismutasa, la metil coenzima M reductasa y la
acetil coenzima A sintetasa, entre otras. Su deficiencia puede reducir la actividad enzimaética
(Patra et al., 2020) . La absorcion de Ni en las plantas ocurre a través del sistema radicular
mediante difusion pasiva y transporte activo (Kastori et al., 2022). Cabe mencionar que, al ser
un elemento benéfico, pero no esencial, puede generar efectos adversos cuando sus
concentraciones superan los niveles recomendados.
El efecto del niquel en plantas varia segun el cultivo, se ha reportado que su aplicacion mejora
el rendimiento, el crecimiento y el indice de germinacion, ademéas de aumentar la concentracion
total de clorofila (Patra et al., 2020). Roach y Barclay (1946) fueron los primeros en investigar
la importancia y el efecto de este metal en cultivos de trigo, concluyendo que la aplicacion de
100 ppm favorecia la elongacion de tallos y raices, ademas de incrementar la concentracion de
clorofila. De manera similar, su aplicacion en semillas de maiz mejord el indice de germinacion
e influy6 positivamente en la asimilacidn de nitrégeno para el desarrollo de la planta (Mishra &
Kar, 1974; Welch, 1981).



2.4.2 Funcion del cobalto en las plantas

El cobalto (Co) es un metal de transicién (numero atémico 27, peso atdbmico 58.9332 u)
solido a temperatura ambiente y considerado esencial en organismos procariotas, humanos y
algunos mamiferos. Aunque no es clasificado como nutriente esencial para plantas, se reconoce
como un elemento beneficioso para su desarrollo (Pilon-Smits et al., 2009). Est4 presente
naturalmente en el ambiente y participa en diversas enzimas y coenzimas (Marschner, 1995),
siendo especialmente relevante en la fijacion biologica del nitrégeno en leguminosas (HEWITT
& BOND, 1966).
La concentracion de Co en suelos varia entre 15-25 ppm, en aguas naturales cerca de 0.04 ppm,
y en plantas entre 0.1-10 ppm en peso seco. En exceso, puede causar dafios celulares, inhibir la
absorcion de agua y nutrientes, generar clorosis, reducir biomasa y bloquear la biosintesis de
clorofila (Li et al., 2009; Mysliva-Kurdziel et al., 2004).
El Co también regula la transpiracion y es parte de enzimas involucradas en el transporte de
nitrégeno (Elshamly & Nassar, 2023). Aungue no se ha documentado su deficiencia en plantas,
su presencia puede mejorar el crecimiento. Tiene un efecto antagdnico sobre la produccion de
etileno al inhibir la enzima ACC oxidasa (Lau & Yang, 1976; Serek et al., 2006). Ademas, actla
como cofactor en multiples metaloenzimas en organismos no vegetales, aunque su papel exacto
en plantas aun no se ha esclarecido (Falcon et al., 2010). Se cree que su transporte ocurre via
xilema a través de transportadores de hierro y puede sustituir a otros metales como Fe, Cu 0 Zn
en ciertas enzimas (Hu et al., 2021; PAGE & FELLER, 2005).
La aplicacion de Co a bajas concentraciones puede mejorar la germinacién, mientras que a
concentraciones altas (>40 ppm) puede inhibir la replicacién celular y causar dafio cromatico,
ademas de reducir el potencial hidrico, dependiendo del cultivo (Akeel & Jahan, 2020). También
a bajas concentraciones ha demostrado efectos positivos en varios cultivos como en el
cacahuate, mejora altura, numero de nudos, tamafio foliar y contenido de aceites y proteinas
(Elshamly & Nassar, 2024); en soya, incrementa la absorcion de N y el desarrollo foliar y
radicular (Kandil et al., 2013); en pepino, promueve la elongacion del hipocétilo; y en maiz,

aumenta la tasa fotosintética y el nimero de cloroplastos (Cheruth et al., 2009)



2.4.3 Funcion del molibdeno en las plantas

El molibdeno (Mo) es un micronutriente esencial para plantas y animales, presente como
traza en la mayoria de los suelos. En suelos agricolas, su forma méas comun es el anién molibdato
(Mo0Q4?"), siendo su solubilidad altamente dependiente del pH: es mayor en suelos alcalinos y
disminuye en suelos acidos (Kaiser et al., 2005). A pesar de ello, la absorcién de Mo por las
plantas no siempre sigue esta relacion directamente, ya que también influye la quimica del suelo.
El Mo acta como cofactor en varias enzimas clave, especialmente aquellas involucradas en la
asimilacion del nitrégeno, como la nitratoreductasa y la nitrogenasa (Williams & Frausto da
Silva, 2002; Mendel & Hansch, 2002). También interviene en procesos metabdlicos como el
catabolismo de purinas (XDH), la sintesis de fitohormonas como ABA e IAA (a través del
aldehido oxidasa), y el metabolismo del azufre (SO). Su deficiencia afecta la produccion del
cofactor de molibdeno (Moco), lo que provoca sintomas similares a la deficiencia de nitrogeno,
necrosis foliar y alteraciones en el crecimiento vegetal debido a la desregulacion hormonal y
estomatica.
El transporte de Mo en las plantas ocurre principalmente en forma de molibdato a través del
xilema, mediado por transportadores especificos de aniones y algunos transportadores de sulfato
(Huang et al., 2022; Weber et al., 2024). En ciertas especies, también puede redistribuirse via
floema (Hale et al., 2001). En leguminosas, el Mo es indispensable para la actividad de la
nitrogenasa en los nddulos, facilitando la fijacion bioldgica del nitrégeno (Kaiser et al., 2005;

Mendel & Hansch, 2002).

2.5 Sintesis de nanocompuestos de quitosan con micronutrientes (NPsSCS-Mi)
2.5.1 Nanoparticulas de quitosan con niquel (NPSCS-Ni)

El niquel (Ni) es un elemento benéfico para el desarrollo de diversos cultivos, ya que mejora el
rendimiento, la germinacion, el tamafio de las plantas y sus propiedades bioquimicas. En los
ultimos afos, el desarrollo de nanoparticulas de quitosan (NPsCS) con Ni ha sido reportado
como una alternativa fungicida para el tratamiento de patdgenos que afectan cultivos como el
arroz y el trigo. Esto se debe a que las NPsCS con Ni han demostrado poseer actividad
antimicrobiana, lo que las convierte en una opcidén prometedora para la proteccion de cultivos
Divya & Jisha, 2018).
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En los estudios realizados, las NPsCS con niquel fueron sintetizadas mediante el método de
gelacion idnica, utilizando quitosan de bajo peso molecular (50,000-190,000 Da; 80 % N-
desacetilacion). Como resultado, se obtuvieron nanoparticulas esféricas con tamafios que
variaron entre 90 y 124 nm, lo que dependié de la concentracion de cloruro de niquel (NiCl.)
utilizada, que oscil6 entre 0.01 % y 4 % (p/v). Se ha confirmado que la formacion del complejo
NPsCS-Ni ocurre debido a la interaccion electrostatica entre los grupos hidroxilo del quitosan
y los iones metélicos (Chouhan et al., 2022). En ambos casos, las NPsCS con Ni fueron aplicadas
a las semillas, logrando inhibir la formacién de micelios y esporas. Sin embargo, hasta el
momento, la informacidn disponible sobre su uso como fertilizante es escasa o nula, a pesar de
que el niquel ya se encuentra integrado como nutriente en algunos fertilizantes comerciales. La
aplicacion de niquel en cultivos mediante NPSCS podria mejorar su absorcion y liberacion
controlada, lo que reduciria su acumulacion en el suelo y, en consecuencia, minimizaria su
impacto ambiental. Esta estrategia podria representar una alternativa eficiente y sostenible para

optimizar el uso de niquel en la agricultura.

2.5.2 Nanoparticulas de quitosan con cobalto (NPsCS-Co)

El desarrollo de nanoparticulas de quitosan con cobalto (NPsCS-Co) es aln limitado, y
se requiere mayor investigacion en esta area. Actualmente, la mayoria de los estudios sobre el
uso de Co con quitosan se han centrado en su actividad antimicrobiana dentro de los compositos
(Gingasu et al., 2018). La aplicacion de NPsCS con Co se ha enfocado principalmente en su
actividad bioldgica contra patdgenos. Estudios recientes han reportado su efectividad como
agente antimicrobiano (Bashal et al., 2023; Karthikeyan et al., 2022), sintetizandolas a partir de
diferentes métodos que reducen la citotoxicidad del compuesto. Los resultados de estas
investigaciones han demostrado que su aplicacion es eficaz contra Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, ademas de no presentar toxicidad en cultivos celulares animales.
Este estudio busca ampliar el conocimiento en esta area, explorando las NPsCS-Co como un
vehiculo inteligente para la aplicacion de micronutrientes en cultivos. Considerando que el uso
excesivo de fertilizantes degrada la calidad y propiedades del suelo, el aprovechamiento de las
NPsCS-Co podria representar una estrategia mas eficiente y sostenible. Ademas, se destaca la
importancia del Co en el desarrollo de los cultivos, lo que refuerza la necesidad de investigar su

potencial en aplicaciones agricolas.
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2.5.3 Nanoparticulas de quitosan con molibdeno (NPsCS-Mo)

El quitosan ha sido ampliamente estudiado por sus propiedades antimicrobianas, capaces
de inhibir el crecimiento de hongos y bacterias. Ademas, posee la capacidad de quelar diferentes
metales, como es el caso del molibdeno (Mo), el cual, como se menciond previamente, es
fundamental en el funcionamiento de enzimas fijadoras de nitrégeno en las plantas. Asimismo,
es un nutriente esencial para bacterias simbioticas asociadas a las raices de leguminosas,
facilitando la fijacion biologica de nitrégeno. Sin embargo, la investigacion sobre nanoparticulas
de quitosan con molibdeno (NPsCS-Mo) ha estado mayormente enfocada en el area médica, con
escasa exploracion de su potencial en aplicaciones agrobiotecnoldgicas para cultivos agricolas.
Cao et al. (2019) reportaron que los nanocompositos de quitosan y Mo poseen una alta actividad
antimicrobiana, especificamente contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Este efecto
se debe al dafio causado por las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por los
nanocompositos dentro de las células bacterianas. Para este estudio, se utilizé disulfuro de
molibdeno (MoS>) en combinacién con quitosan de bajo peso molecular, empleando el método
de tiol-ligando para su sintesis. Este método permite la formacion de estructuras estables,
aumentando la interaccion entre el Mo y el quitosén, lo que podria mejorar su potencial

aplicacion en la agricultura como un sistema de liberacion controlada de molibdeno en cultivos.

2.6 Importancia agricola y demanda comercial del mel6n variedad Cantaloupe

El cultivo de mel6n en México es considerado de gran importancia debido a la derrama
econdmica que genera y a su rol como fuente de trabajo afio tras afio. En 2023 se registré una
produccién total de 645 mil 002 toneladas del fruto, lo que requirié una superficie de 19 mil 501
hectareas. La produccion de melon en 2024 experiment6 un crecimiento del 11.2 % respecto al
afio anterior, siendo Coahuila y Guerrero los principales productores a nivel nacional (SIAP,
2024). Cabe mencionar que parte de la produccion de melon es exportada principalmente a
Estados Unidos, con ventas que alcanzaron los 25 millones 698 mil ddlares en 2022 (SIAP,
2023).
En comunidades rurales, el cultivo de melén genera empleo para la poblacién local durante las
temporadas de siembra y cosecha de diciembre a febrero, lo cual tiene un alto impacto social en
lugares donde las opciones de empleo son limitadas (Burciaga, 2023). Esto impulsa el desarrollo
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de infraestructuras locales como centros de trabajo y transporte, beneficiando a las comunidades
en términos de desarrollo y acceso a recursos basicos (Galvan, 2025).

En México se producen principalmente tres variedades de melon: Cantalupo, valenciano y el
melon verde. El noreste del pais es la region en donde mejor se ha adaptado a las condiciones
climéticas, aunque su produccion se extiende a lo largo de todo el territorio nacional. En 2023,
se estimo que el consumo per cépita fue de 3.7 Kg, destacandose como un fruto de temporada
muy popular y de alto valor nutrimental, con un 90 % de su peso en agua, y una gran cantidad
de vitamina C y E (SDR,2024 & SIAP, 2024).
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Il. INTRODUCCION

La industria de procesamiento de mariscos genera grandes volimenes de residuos ricos en
quitina, cuyo manejo inadecuado representa un problema ambiental y econdémico. No obstante,
estos desechos pueden valorizarse mediante la extraccion de quitina y su conversion en quitosan
(CS), aportando valor agregado a la cadena productiva.

El quitosan es un polisacarido derivado de la quitina, biopolimero presente en los exoesqueletos
de crustaceos, insectos y otros invertebrados. Gracias a su biocompatibilidad, biodegradabilidad
y capacidad para formar estructuras estables, ha sido ampliamente aplicado en areas como la
medicina, la industria alimentaria y la agricultura. Una de sus aplicaciones mas prometedoras
es la sintesis de nanoparticulas de quitosan (NPsSCS), la cuales pueden coordinarse con
micronutrientes esenciales y emplearse como biofertilizantes de liberacion controlada.

En agricultura, el uso de NPsCS coordinadas con micronutrientes como niquel (Ni), cobalto
(Co) y molibdeno (Mo) representa una alternativa innovadora para mejorar la nutricién vegetal.
Estos elementos, requeridos en pequefias cantidades, son fundamentales para el desarrollo de
las plantas, facilitando la absorcion de nutrientes, el crecimiento y la tolerancia al estrés. Su
aplicacion controlada mediante nanoparticulas permite una liberacién dirigida, reduciendo el
riesgo de acumulacion en el suelo y minimizando el impacto ambiental.

El melon (Cucumis melo) es un cultivo de gran importancia en México, tanto por su valor
econdémico como por su aporte a la seguridad alimentaria. Su nutricion adecuada es clave para
mejorar el rendimiento y la calidad del fruto. En este contexto, el uso de NPsCS-Mi
(nanoparticulas de quitosan con micronutrientes) podria optimizar la fertilizacion del cultivo,
incrementando la eficiencia en el uso de nutrientes y reduciendo la dependencia de fertilizantes
convencionales.

En este contexto, en la presente tesis se propuso la sintesis y aplicacion de complejos de
nanoparticulas de quitosan coordinadas con micronutrientes (NPSCS-Mi) que incorporan niquel,
cobalto y molibdeno, con el objetivo de evaluar su efecto en semillas y plantulas de meldn de la
variedad Cantaloupe se propone como una estrategia innovadora para mejorar su crecimiento y
desarrollo. Estos micronutrientes son fundamentales para procesos metabdlicos clave en las
plantas, como la fijacion de nitrogeno y la activacion de enzimas involucradas en la fotosintesis.

Al combinarse con nanoparticulas de quitosan, un biopolimero natural con propiedades
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antimicrobianas y capacidad de liberacion controlada, se facilita una absorcion més eficiente de
los nutrientes, promoviendo un desarrollo méas vigoroso de las plantulas. Esta aplicacion en
agrobiotecnologia no solo optimiza el uso de nutrientes, sino que también ofrece una alternativa

sostenible a los fertilizantes tradicionales, reduciendo su impacto ambiental.
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I11. JUSTIFICACION

Las propiedades de las nanoparticulas de quitosdn (NPsSCS) como agentes quelantes y
transportadores permiten que este material actie como un vehiculo eficiente de micronutrientes
en aplicaciones agrobiotecnoldgicas, optimizando y controlando su liberacion hacia cultivos de
interés. La entrega de micronutrientes puede ser controlada a través de un sistema disefiado para
garantizar una aplicacion 6ptimay compatible con las necesidades de los cultivos. De este modo,
el disefio de NPsCS coordinadas con micronutrientes puede mejorar su entrega y liberacion,

potenciando los beneficios sobre semillas y plantulas de meldn en la regién de Saltillo, Coahuila.
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IV. HIPOTESIS

El uso de nanoparticulas de quitosan como matriz polimérica facilitara la liberacion controlada
y gradual de los micronutrientes de Ni, Co y Mo, asegurando su disponibilidad en una
concentracion oOptima para su absorcion por las plantulas de meldn. Este sistema no solo
mejorard la eficiencia en el uso de micronutrientes, sino que también contribuira a la reduccion
del uso de fertilizantes quimicos convencionales, favoreciendo un desarrollo mas saludable de

las plantas.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Sintetizar y evaluar el efecto de las nanoparticulas de quitosan con micronutrientes benéficos de

Ni, Co y Mo como biofertilizantes en plantulas de melén.

5.2 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de quitosan con micronutrientes (NPSCS-Mi) de niquel (NPsCS-
Ni) cobalto (NPsCS-Co) y molibdeno (NPsCS-Mo) de manera in-situ.

e Sintetizar nanoparticulas de quitosan con los tres micronutrientes de Ni, Co y Mo (NPsCS-
Ni, Co, Mo) in-situ.

e Caracterizar las propiedades quimicas, térmicas y morfoldgicas de las nanoparticulas de
quitosan con los micronutrientes de Ni, Co y Mo.

e Evaluar el efecto de las NPsCS-Mi en semillas de melon y sobre las propiedades

bioquimicas de plantulas de melon.
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V1. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Materiales y equipos

Material de vidrio diverso

Micropipetas

Parrilla de agitacion

Balanza analitica

Potenciometro

Centrifuga marca Thermo Scientific, modelo SORVALL RC-6

Procesador ultrasénico marca BRANSON modelo 250 D 117

Espectrofotdmetro de infrarrojo FTIR-ATR, marca Thermo Scientific modelo Nicolet is50
FT-IR

Equipo de difraccion de Rayos X marca Ultima IV, modelo Rigaku

Equipo para analisis termogravimétricos marca TA instruments, modelo Discovery
5500TGA

Calorimetro diferencial de barrido (DSC) marca TA Instruments, modelo 2500 Discovery
Equipo dispersor de luz (DLS) marca Microtrac modelo Wave 11 Q

Espectrofotometro por induccion de plasma modelo Thermo Jarrel Ash modelo 7400 (ICP-
OES)

Lector de carga de particulas marca Microtrac, modelo ZETA-Check

Liofilizadora marca LANCONCO modelo Fresona 2.5

Homogeneizador FASTPREP-24 5G N Marca MP BIOMEDICAS

Centrifuga Spectrafuge 24D marca Labnet

Espectrofotdémetro microplate reader marca BioTek modelo EPOCH2

6.2 Reactivos

6.2.1 Reactivos para la sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de quitosan con
micronutrientes (NPsCS-Mi)

e Quitosan marca Marine Chemicals (Kerala, India), peso molecular 200,000 g/mol.
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Tripolifosfato de Sodio anhidro (grado técnico 85%), marca SIGMA-ALDRICH,
PM=367.86 g/mol.

Sulfato cobaltoso heptahidratado (CoSO4-7H.0), marca FERMONT, PM=281.1 g/mol.
Molibdato de sodio dihidratado (NaMoOas-2H>0), marca FERMONT, PM=241.95
g/mol.

Sulfato niqueloso hexahidratado grado analitico >98% (NiSO4-6H20), marca SIGMA.-
ALDRICH, PM=262.86 g/mol.

Acido nitrico concentrado, marca FERMONT

Tween al 1%

6.2.2 Reactivos para la caracterizacion de las propiedades bioquimicas de las plantulas

de meldn

Metanol

Reactivo de Folin-Ciocalteu

Acido galico

Carbonato de sodio (Na2COs)
2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)
Reactivo de Bradford

Albumina de suero bovino

Fosfato de potasio dibasico (KH2PO4)
Fosfato de potasio monobéasico (K2HPO4)

Polivinilpolipirrolidona (PVPP).

6.3 Metodologia

6.3.1 Preparacion de las soluciones para la sintesis de las nanoparticulas de quitosan

con micronutrientes (NPsCS-Mi)

Solucién de quitosan al 0.5 % p/v. Se midieron 250 mL de una solucién de quitosan al 2 % (p/v),

los cuales se filtraron y se aforaron a 1 L con agua destilada.

Tripolifosfato de sodio (TPP) al 1 % (p/v). Se pesaron 10 g de TPP, los cuales se disolvieron en

250 mL de agua destilada y se aforaron a 1 L en un matraz de aforacién.
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Sulfato niqueloso. La solucion se prepard disolviendo 2.63 g de NiSO4-6H.O en agua

desionizada y posteriormente se afor a 100 mL. Esta solucion madre (0,1 M) se diluy6 en una
proporcion 1:10 para obtener una solucién al 0.01 M.

Sulfato cobaltoso. Se pesaron 2.81 g de CoSOa4-7H20, los cuales se disolvieron en agua

desionizada a temperatura ambiente. Posteriormente, la solucion se aforé a 100 mL. A partir de
esta solucion madre (0.1 M) se prepar6 una solucion de 0,01 M.

Molibdato de sodio. Se pesaron 2.42 g de NaMoO4:2H-0, los cuales se disolvieron en agua

desionizada. Una vez disuelto completamente, la solucion se aforé a 100 mL. Esta solucién

madre (0,1 M) se diluy6 en una proporcion 1:10 para obtener una solucién de 0,01 M.

6.3.2 Sintesis de nanoparticulas de quitosan con micronutrientes (NPsCS-Mi)

Las nanoparticulas de quitosan (NPsCS) se sintetizaron mediante el método de gelacién
i6nica, utilizando quitosan (CS) con un peso molecular viscosimetrico de 200,000 g/mol y
tripolifosfato de sodio (TPP), de acuerdo con el procedimiento mostrado en el Esquema 2.
Inicialmente, se utiliz6 1 L de una solucion de quitosan al 0,5 % (p/v) en &cido acético al 1 %
(v/v), la cual se agit6 en una parrilla magnética a 300 rpm. Posteriormente, se afiadieron 150 mL
de TPP al 1 % (p/v) mediante goteo controlado (60 gotas por min). Una vez finalizada la adicién,
la mezcla se mantuvo en agitacion durante 1 h para favorecer el entrecruzamiento entre el CS 'y
TPP. Esta mezcla se llevd a centrifugacion a una velocidad de 12,000 rpm a temperatura
ambiente durante 20 min, se retird el sobrenadante conservando el precipitado y se lavd con
agua desionizada para nuevamente centrifugarse bajo las mismas condiciones (12,000 rpm;
25°C por 20 min). Este procedimiento se repitié hasta completar dos ciclos de lavado. El
precipitado final se liofilizd y se pesd. Las NPsCS-Ni, NPsCS-Co, NPsCS-Mo y NPsCS-Trip
se obtuvieron siguiendo el mismo procedimiento que para las NPsCS, agregando mediante goteo
las sales de sulfato niqueloso, sulfato cobaltoso y molibdato de sodio posterior al
entrecruzamiento del CS y el TPP para cada caso. Después de agregar cada sal, la mezcla se
dejo en agitacion por 2 h a 300 rpm y se mantuvo en reposo durante 24 h. Posteriormente, cada
mezcla se lavd y se centrifug6 durante 20 min. y dos ciclos de lavado con agua desionizada para

retirar el material residual, luego se congelé para ser liofilizado.
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Esquema 2. Sintesis de nanoparticulas de quitosan por el método de gelacion idnica.

Para sintetizar las nanoparticulas de quitosan con niquel (NPs-CS-Ni), se afiadieron
51.15 mL de sulfato de niquel al 0,01 M (30 ppm). Para las nanoparticulas de quitosan con
cobalto (NPs-CS-Co), se afiadieron 33.95 mL de sulfato de cobalto al 0,01 M (20 ppm) y para
obtener las nanoparticulas de quitosan con molibdeno (NPs-CS-Mo), se incorporaron 3.13 mL
de molibdato de sodio al 0.01 M (3 ppm). Finalmente, para sintetizar las nanoparticulas de
quitosan con los tres metales (NPs-CS-Trip), se afiadio el mismo volumen de solucién de trabajo
utilizado en cada una de las reacciones anteriores, agregando las soluciones una a una, con

intervalos de agitacion de 1 h, siguiendo el mismo orden de adicion.
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6.3.3 Preparacion de soluciones de las nanoparticulas de quitosan con micronutrientes
(NPsCS-Mi) para su aplicacion en semillas y plantulas de melén
Solucién de NPsCS al 0.1 % (p/v). Se dispersaron 1 g de NPsCS y 10 gotas de tween al 1% en

200 mL de agua destilada con ayuda de una punta de ultrasonido, en 3 ciclos de 2 min, a una
amplitud de onda de 60 %, posteriormente se llevo a un volumen de 1000 mL y se almacend en
un recipiente de plastico.

Solucién de NPsCS-Ni al 0.1 % (p/v). Con ayuda de una punta de ultrasonido, se dispersaron 1

g de NPsCS-Ni y 10 gotas de tween al 1% en 200 mL de agua destilada, se sonico durante 3
ciclos de 2 min cada uno a una amplitud de onda de 60 %, finalmente se completé un volumen
de 1000 mL y se reservo en un recipiente de plastico.

Solucién de NPsCS-Co al 0.1 % (p/v). Con ayuda de una punta de ultrasonido se dispersaron 1

g de NPsCS-Co y 10 gotas de tween al 1% en 200 mL de agua destilada, la mezcla se sonico
durante 3 ciclos de 2 min cada uno a una amplitud de onda de 60 %, después se llevd a un
volumen de 1000 mL y se almacené en un recipiente de plastico.

Solucién de NPsCS-Mo al 0.1 % (p/v). Con ayuda de una punta de ultrasonido, se dispersaron

1 g de NPsCS-Moy 10 gotas de tween al 1% en 200 mL de agua destilada, se sonicaron, durante
3 ciclos de 2 min cada uno, a una amplitud de onda de 60 %, luego se completd un volumen de
1000 mL y se reservo en un recipiente de pléastico.

Solucion de NPsCS-Trip al 0.1 % (p/v). Se dispersaron 1 g de NPsCS-Trip y 10 gotas de tween

al 1% en 200 mL de agua destilada con ayuda de una punta de ultrasonido, se s6nico durante 3

ciclos de 2 min a una amplitud de onda de 60 %, posteriormente se llevo a un volumen de 1000

mL y se almaceno en un recipiente de plastico.

6.4 Caracterizacion de las nanoparticulas de quitosan con micronutrientes (NPsCS-Mi)

6.4.1 Determinacion del tamafio de las NPsCS por dispersién de luz dinamica (DLS)
El tamafio de las particulas de NPsCS y de los NPSCS-Mi se determin6 pesando 50 mg
de muestra y se agitaron en 30 mL de agua desionizada durante 24 h, luego se dispersaron con
una punta de ultrasonido con 60 % de amplitud durante 3 ciclos de 3 min cada uno. Después se

tomaron aproximadamente 2 mL de cada dispersion y se colocaron en una celda de cuarzo para
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su posterior andlisis en el equipo de DLS, en donde, las muestras se analizaron durante 100 s, a
temperatura ambiente, utilizando un indice de refraccion de 1.648.

6.4.2 Potencial Zeta de las NPsCS-Mi
Se pesaron 50 mg de muestra y se agitaron en 30 mL de agua desionizada durante 24 h,
después se dispersaron con una punta de ultrasonido con 60 % de amplitud durante 3 ciclos de
3 min cada uno. Después se agregaron aproximadamente 20 mL de cada dispersion al
portamuestras del equipo usando un piston de 0.4, la medicién tuvo un tiempo de 5 min por

muestra y se realizé a temperatura ambiente.

6.4.3 Espectrometria de absorcidén atomica con plasma acoplado inductivamente (ICP-
OES)

El contenido de Ni, Coy Mo presente en las muestras de NPSCS y de NPsCS-Ni, NPsCS-
Co, NPsCS-Mo se determin6 mediante, la técnica de ICP-OES. Para cada compuesto metalico
se realizé una digestion acida, la cual consistio en pesar 500 mg de muestra en polvo en un vaso
de precipitado y se agregaron 30 mL de &cido nitrico concentrado, indicando en el vaso de
precipitado el volumen inicial. Cada uno de los compuestos se llevo a ebullicion a
aproximadamente a una temperatura de 320 °C, en todo momento se mantuvo el volumen inicial
de acido nitrico, hasta observar la degradacion total de la materia organica. Después de la
degradacion total de la muestra, se dejaron enfriar a temperatura ambiente, se filtraron usando
papel Wathman nimero 42 y se aforaron a 50 mL con agua desionizada para finalmente ser
envasadas en pequefios frascos de polietileno.

6.4.4 Espectroscopia infrarrojo por transformadas de Fourier acoplado a reflectancia
total atenuada (FTIR-ATR)

Se colocan aproximadamente 0.05 g en el portamuestras del equipo para observar los
grupos quimicos de las NPsCS y de los compuestos de nanoparticulas de quitosan con Ni, Coy
Mo. Las muestras se corrieron a la condicion de 25 escaneres, resolucion de 4 cm™ y un rango
de 400 - 4000 cm™.
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6.4.5 Analisis termogravimétrico (TGA)
El comportamiento térmico de las NPsCS y de las nanoparticulas de quitosan con Ni, Co
y Mo se estudio colocando la muestra en polvo en una bandeja de platino a una velocidad de
calentamiento de 10°C/min de 30 a 600 °C. Con esta caracterizacion se examind la estabilidad

térmica y las etapas de descomposicion de los compuestos de nanoparticulas.

6.4.6 Calorimetria diferencial de barrido diferencial (DCS)
Para el analisis térmico mediante DSC, se colocaron 0.01 g de muestra en polvo en

charolas desechables de aluminio; se corrieron en un rango de temperatura de 25 a 300 °C

6.4.7 Difraccion de Rayos X (XRD)
La estructura cristalina de las NPsCS y de las nanoparticulas de quitosan con Ni, Co y
Mo se determind colocando el sélido (polvo) en un portamuestra de vidrio y, se analizaron con

ayuda de un difractdmetro a un angulo de 5 a 60° en 26, utilizando un voltaje de 40 Kv, mA de
44y Kw igual a 1.76

6.4.8 Aplicacion de nanoparticulas de quitosan con micronutrientes (NPsCS-Mi) en

semillas de meldn
Se usaron semillas de meldn de la variedad Sweet Sunrise de la casa comercial

SYNGENTA®. Las semillas se imbibieron en las nanoparticulas de quitosan con
micronutrientes (NPSCS-Ni, NPsCS-Co y NPsCS-Mo).
Previamente, las semillas de meldn se desinfectaron en una solucion de hipoclorito de sodio al
1% (v/v) durante 5 min y se enjuagaron con abundante agua corriente por tres veces;
posteriormente se les quitd el exceso de agua y se distribuyeron en 6 frascos de 50 mL
(correspondientes a cada solucién de NPsCS-Mi y a un blanco) para dejarse en imbibicién por
48 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de imbibicidn, se escurrieron y secaron las
semillas para sembrarse. La evaluacion del crecimiento se realizd por tres métodos de
germinacion: i) cultivo en caja, ii) cultivo en taco y iii) cultivo en sustrato, llevandose a cabo
observaciones cada 72 h.

i) Cultivo en taco. Sobre un papel no toxico de la marca Anchor (25 cm x 30 cm),

previamente humedecido con 15 mL de agua estéril, se colocaron 15 semillas de meldn
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previamente imbibidas, alineadas en hilera a lo ancho del papel, con 2 cm de separacion entre
ellas y 6 cm de distancia respecto al borde superior. Después de colocar las semillas, el papel se
enrol6 en forma de tubo o "taco™ y se coloca en una bolsa de polietileno. Se prepararon tres
tacos por cada tratamiento, con 15 semillas por taco, incluyendo cinco tratamientos y un control.
Los tacos fueron almacenados de manera aleatoria en bandejas dentro de una cadmara de
germinacién a 28 °C, con un fotoperiodo de 18 h de luz blancay 6 h de oscuridad.

il) Cultivo en caja. En una caja Petri estéril de plastico de 10 cm de diametro se sembraron
10 semillas de melon previamente imbibidas en cada uno de los tratamientos (NPSCS-NI,
NPsCS-Co, NPsCS-Mo y NPsCS-Trip), bajo condiciones estériles. Las semillas se colocaron
sobre tres discos de papel filtro del mismo didmetro, humedecidos con 5 mL de agua estéril.
Posteriormente, la caja se cerrd y sell6 con parafilm, incubandose a 28°C con un fotoperiodo de
18 horas de luz blanca y 6 horas de oscuridad. Se sembraron tres cajas por triplicado de cada
tratamiento, incluyendo cinco tratamientos y un control con agua, considerando cada caja como
una unidad experimental.

iii) Cultivo en sustrato. Se prepard un sustrato con perlita y peat moss en una relacion 1:3, el
cual fue esterilizado a 15 Ib/ft2 durante 15 minutos. Una vez enfriado a temperatura ambiente,
se humedecio6 con agua estéril hasta alcanzar el punto de saturacién y se distribuy6 en charolas
germinadoras de 2 x 3 pozos. En cada pozo, se sembrd una semilla a una profundidad de 5 mm.
Las charolas se incubaron a 28 °C, con un fotoperiodo de 18 h de luz blanca y 6 horas de
oscuridad. Cada unidad experimental consistio en 6 pozos (con 6 semillas), y este procedimiento

se repitio tres veces para cada tratamiento y el grupo control.
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Esquema 3. Sistemas de cultivo: i) cultivo en caja, ii) cultivo en taco y iii) cultivo en sustrato.

6.4.9 Aplicacién foliar de nanoparticulas de quitosan con micronutrientes (NPsCS-Mi)
en plantulas de melén

La aplicacion de los compuestos de nanoparticulas de quitosdn con micronutrientes en
plantulas de meldn se realiz6 mediante aspersion directa sobre el tejido foliar. Cada tratamiento
se aplico a plantulas con 15 dias de germinacion. A continuacion, se detalla el procedimiento:

1. Plantulas de meldn. Las semillas de meldn primero se desinfectaron sumergiéndolas en
una solucidn de hipoclorito de sodio al 1 % (v/v) durante 10 minutos. Luego, se enjuagaron tres
veces con agua corriente y se dejaron secar. Posteriormente, se imbibieron en agua estéril en un
frasco de vidrio durante 24 h a temperatura ambiente, luego las semillas se escurrieron y
sembraron en el sustrato previamente preparado.

2. Preparacion del sustrato. Se hace a partir de una mezcla de Peat moss y perlita en una
proporcion 1:3 homogenizando manualmente. Luego, el sustrato se esterilizd a 15 Ib/ft2 durante
15 min. Una vez enfriado a temperatura ambiente, se humedecié con agua destilada hasta
alcanzar el punto de saturacion y se distribuyo en charolas germinadoras. Se colocaron tres
semillas de melon en cada cavidad de la charola y se incubaron durante 15 dias en una camara
de germinacion a 28 °C, con un fotoperiodo de 18 h de luz y 6 h de oscuridad. El riego consistio
en la aplicacién de 5 mL de agua destilada cada 7 dias y 5 mL de solucion nutritiva de Hoagland
con la misma frecuencia.
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3. Aplicacion de tratamientos: Después de 15 dias de germinacion, la charola se dividio en

grupos de seis cavidades (2x3), con al menos seis plantulas por grupo, considerandose cada
grupo como una unidad experimental. Cada tratamiento tuvo tres repeticiones, y cada repeticion
incluyd al menos seis plantulas. Los tratamientos evaluados fueron los siguientes: 1) tratamiento
control con agua, 2) NPsCS sin micronutrientes, 3) NPSCS-Ni, 4) NPsCS-Co, 5) NPsCS-Mo y
5) NPsCS-Trip (NPsCS-Ni-Co-Mo). Las soluciones se aplicaron por aspersion con un
atomizador, aplicando a cada grupo aproximadamente 6 mL sobre las hojas.

La aplicacion se realiz6 en dos sesiones, con un intervalo de 7 dias entre cada una. Después
de la aplicacion, las plantulas se dejaron en ventilacion durante 40 min antes de colocarlas en la
incubadora, manteniendo las mismas condiciones de germinacién. El riego posterior se realizd
directamente sobre el sustrato, aplicando 5 mL de agua destilada cada 72 h y 5 mL de solucién

nutritiva cada 7 dias.

6.4.10 Determinacién de las propiedades morfologicas de las plantulas de meldn
tratadas con nanoparticulas de quitosan con micronutrientes (NPsCS-Mi)
Iindice de germinacion. Para evaluar el efecto de las NPsCS y NPsCS-Mi sobre el indice de
germinacion de las semillas de meldn, se realizaron observaciones periddicas cada 72 h para
identificar la ruptura del tegumento y formacion de estructuras de las plantulas (raiz y tallo).
Para los sistemas de cultivo en caja y en taco, se contabilizo6 a partir de la aparicion de la radicula
(3 mm elongacidn, aproximadamente) y para el sistema de cultivo en sustrato, el alargamiento
del hipocétilo, asi como el crecimiento de los cotiledones.
Crecimiento vegetal. El efecto de las NPSCS y NPsCS-Mi sobre el crecimiento vegetal se
analizo a través de la longitud de la raiz primaria y tallo, ademas de la aparicion de hojas
verdaderas, y del vigor de la planta.
Para el sistema de cultivo en taco, se midio con un vernier la longitud de la raiz (radicula) y la
elongacion del tallo hasta la aparicion del hipocotilo. Se realizaron observaciones cada 72 h'y
se registrd su progreso durante 15 dias de crecimiento.
En el sistema de cultivo en caja, se evalud cualitativamente la ruptura del tegumento y la
aparicion de las estructuras (radicula, hipocotilo, cotiledones y primera hoja), sin abrir las cajas

para evitar interferencias. Este analisis se realizo hasta el dia 15 de crecimiento, momento en el
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cual se retiraron las plantulas de la caja y se midieron las estructuras (raiz y tallo) utilizando un
vernier.
En el sistema de cultivo en sustrato, se evaluo el crecimiento mediante la medicion de la
elongacion del tallo, la aparicion de los cotiledones y la primera hoja, asi como la vigorosidad
de las plantulas. Las mediciones se realizaron con un vernier, desde el nodo de la radicula y el
hipocdtilo hasta los cotiledones o, en su caso, hasta la yema apical. Todas las observaciones se
realizaron cada 72 h bajo condiciones de luz y temperatura ambiente.
Biomasa y porcentaje de humedad. A los15 dias después de la siembra, se separa el tejido
radicular y la parte aérea (hojas y tallos) de las plantulas, posteriormente las muestras se pesaron
y se agrupan por: i) sistema, ii) tratamiento y iii) repeticién. Las muestras, se llevaron a secar
en bolsas de papel en una estufa a temperatura de 50 °C durante 7 dias para posteriormente pesar
los tejidos totalmente secos y con ellos calcular por diferencia de peso el porcentaje de humedad
y la cantidad de biomasa seca.

6.4.11 Determinacion de las variables bioquimicas de las semillas y plantulas de melén

tratadas con las nanoparticulas de quitosan con micronutrientes (NPSCS-Mi)

Para llevar a cabo las técnicas de capacidad antioxidante, fenoles totales y determinacion

de pigmentos (clorofilas y carotenoides) inicialmente se realizd un extracto de los tejidos
vegetales (radicular y parte aérea) como se explica en seguida.

Preparacion del extracto vegetal. Las muestras se dividieron en tres secciones considerando el

tipo de tejido (radicular o parte aérea) por:_i) sistema, ii) tratamiento y iii) repeticion. Para la
preparacion del extracto, se tomaron 150 mg de muestra y se afiadié 1 mL de metanol al 80 %
a una temperatura de 4 °C e inmediatamente la muestra se coloca en un homogeneizador a una
velocidad de 6 m/s durante 15 s. Posteriormente, se centrifug6 a 3000 g y 4 °C durante 5 min.
Con cuidado, se extrajo el sobrenadante y se realizaron las diluciones pertinentes, las cuales se
mantuvieron a 4 °C en todo momento.

Extracto vegetal para la cuantificacion de proteinas. En un microtubo, se pesaron 100 mg de

muestra y se agregaron 150 pL de PVP al 4 % (p/v) y 1 mL de solucion estabilizadora. Esta
mezcla se homogenizo6 durante 15 sa 6 m/sy, de inmediato, se centrifug6 a 4°C a 3000 g durante
15 min. Para su andlisis, se realizaron diluciones del extracto, el cual se mantienen a 4 °C.

Reactivo de Folin-Ciocalteu, 1:10. En un frasco &mbar se agregaron 10 mL del reactivo y 100

mL de agua destilada. La solucion se homogenizo y se refrigero a 4 °C hasta su uso.
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Solucidén de carbonato de sodio (Na.COs). 1.875 g de carbonato de sodio se disuelven en 10 mL

de agua destilada; posteriormente, se afora a 25 mL y se almacena para su uso posterior.
Solucién de DPPH. Se prepar6 una solucion de 125 uM disolviendo 2.4 mg de DPPH en 4 mL

de metanol en un tubo &mbar. La mezcla se homogenizo6 y se midié su concentracion mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 515 nm, obteniendo un valor de absorbancia de
1.1, lo que indicd una concentracion optima.

Capacidad antioxidante. A un extracto de la muestra se le agrega 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH), el cual desencadena un mecanismo en donde los agentes antioxidantes actian para
inhibir la oxidacion de los lipidos, eliminando asi al radical DPPH. Cada una de las muestras se
evaluaron en una microplaca de 96 pozos, agregando 50 pL del extracto vegetal con 150 pL de
solucion de DPPH. Posteriormente se dejo reaccionar por 15 minutos y se ley6 a 515 nm en un
equipo lector de microplaca, segun la metodologia de Brand Williams (Brand-Williams et al.,
1995). Para calcular la capacidad antioxidante, se hizo una curva de calibracion, y mediante la
ecuacion de la recta (y=mx+b), se determind la cantidad de antioxidantes por mg de tejido.
Fenoles totales. Metodologia de Singlenton & Rossi (1965). Se agregaron 20 pL del extracto
vegetal y 100 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu a una dilucion 1:10 (v/v), se dejaron reaccionar
durante un minuto para después agregarse 80 pL de solucion de carbonato de sodio al 7.5%
(p/v), se dejo reposar la mezcla por 30 minutos y luego se leyé en un lector de microplaca a una
absorbancia de 765 nm. Para la curva de calibracion se utiliz6 acido galico y a partir de la
ecuacion de la recta se hizo el célculo para obtener la concentracion de fenoles totales en mg
mLL.

Clorofila. La determinacién de pigmentos se llevo a cabo mediante la metodologia propuesta
por Hartmut y Wellburn en 1985 (Soto et al., 2023) utilizando el extracto vegetal de cada
muestra, la cual se coloca en una microplaca para la determinacién de clorofila a se lee a una
longitud de onda de 665.2 nm, para clorofila b a 652.4 nm y los carotenos a 470 nm.

Los célculos se realizaron usando las siguientes ecuaciones:
Clorofila a = 16.72 (A665nm) — 9.16 (4652 nm )

Clorofila b = 34.09 (A652nm) — 15.28 (A652 nmm )

Donde: A es la absorbancia obtenida a las diferentes longitudes de onda (665, 652 y 470 nm).
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Proteinas totales. Se determinan con la metodologia de Bradford, donde se cuantifica la
reaccion del colorante azul de Coomassie G-250) con los residuos de aminoacidos
(especialmente arginina). Para la determinacion de proteinas totales, se mezclaron 155 pL de
agua destilada, 45 pL de colorante de Bradford y 25 pL del extracto vegetal de la muestra,
dejandose reaccionar durante 10 min, posteriormente se realizd la lectura de la muestra a una
longitud de 595 nm en el lector de microplaca. Por dltimo, sustituyendo el valor de la
absorbancia de cada muestra en la ecuacion de la recta obtenida a partir de la curva de

calibracion con Albumina de suero bovino, se obtiene la cantidad de proteina total en mg.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion de nanoparticulas de quitosan con micronutrientes (NPsCS-Mi)

7.1.1 Determinacion del rendimiento de las NPsCS-Mi, potencial Z y tamafio de
particulas.
En la Tabla 1 se presentan los rendimientos de las nanoparticulas de quitosan (NPsCS) y de las
NPsCS coordinadas con los micronutrientes. El rendimiento inicial de las NPsCS fue del 29.22
%, el cual aumento con la adicion de micronutrientes metalicos: 37.8 % para NPSCS-Ni, 34.22
% para NPsCS-Co, 37.51 % para NPsCS-Mo, y 45.65 % para las NPsCS-Trip (complejo con
Ni, Co y Mo). El incremento en el rendimiento puede atribuirse a la formacion de redes
reticuladas mas eficientes durante la sintesis, como resultado de las interacciones quimicas entre
los iones metélicos (metales de transicion con estados de oxidacion +2 o +3) y los grupos
funcionales del quitosan, principalmente aminas (-NH-) e hidroxilos (-OH). Estas interacciones
incluyen enlaces idnicos, enlaces de coordinacion y fuerzas de Van der Waals, que favorecen el
crecimiento de cadenas poliméricas y una nucleacién més controlada, lo cual result6 en una
mayor eficiencia de sintesis y un aumento en el rendimiento final del material (Abd El-Aziz et
al., 2019; Duhan et al., 2017).

Tabla 1. Rendimiento, tamafio de particula y potencial Z de las NPsCS y de los complejos de
NPsCS-Ni, NPsCS-Co y NPsCS-Mo y NPsCS-Trip.

Rendimiento Tamafio de )
Muestra ) Potencial Z
(%) particula (nm)

NPsCS 29.22 265 -1635 37.7+0.6
NPsCS-Ni 37.8 465 -4620 3002
NPsCS-Co 34.22 204 -1150 299+2
NPsCS-Mo 37.51 409- 2120 29.7+2
NPsCS-Trip 45.65 530 28.4+2
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Respecto al tamafio de particula y carga superficial (potencial Zeta), las NPSCS presentaron un
tamafio promedio de 256 nm y una carga de +37.7 £ 0.6 mV, valores tipicos que nos indican
una buena estabilidad coloidal, atribuida a la protonacion de los grupos amino del quitosan
(Yang et al., 2025). Las condiciones de sintesis, como el pH, la velocidad de agitacion y la
naturaleza del agente reticulante, pueden afectar tanto el tamafio como el potencial Zeta (Samah
etal., 2023).

Al incorporar los micronutrientes, se observaron variaciones importantes. Las NPSCS-Ni
mostraron un incremento en el tamafio a 465 nm y una disminucion en la cargaa +30.0 £ 2 mV.
Las NPsCS-Co, aunque con una carga similar (+29.9 + 2 mV), no presentaron un aumento
significativo en el tamafio (204 nm). En cambio, las NPsCS-Mo mostraron un tamafio mayor
(456 nm) con una ligera disminucion en la carga (+29.7 + 2 mV). Finalmente, las NPsSCS-Trip,
que contenian los tres metales, presentaron el mayor tamafio (530 nm) y la menor carga
superficial (+28.4 £ 2 mV), lo cual sugiere una mayor coordinacion de los metales en las cadenas
del quitosan.

El incremento en el tamafio de particula esta asociado a la capacidad de los metales de transicion
(como Ni, Co y Mo) para formar enlaces de coordinacion con los grupos funcionales del
quitosan, lo que puede alterar la densidad de la red polimérica. Ademas, los ligandos metélicos
asociados, como aniones o0 moléculas de agua, pueden establecer puentes de hidrégeno con los
grupos hidroxilo del quitosan, incrementando la hidratacion y expandiendo la matriz, lo que
contribuye a un mayor tamafo de las particulas (Ali et al., 2011).

El potencial Zeta es clave para entender la estabilidad y comportamiento coloidal de las
nanoparticulas. Una mayor carga superficial implica mayor repulsion entre particulas, evitando
su aglomeracion. Sin embargo, al formar complejos con metales, la carga disminuye debido a
la interaccion entre los grupos polares del quitosan (positivos) y los iones metalicos o aniones
absorbidos en medio acuoso, que suelen tener carga negativa. Esto genera una neutralizacion
parcial de cargas, disminuyendo el potencial Zeta (Ding etal., 2019; Djanaguiraman et al.,
2024). En el caso especifico de las NPsCS-Trip, la incorporacion simultanea de tres metales
podria haber provocado competencia por los sitios de enlace y mayor desorden estructural,
resultando en una red menos estable, particulas mas grandes y menor carga superficial (Samah
et al., 2023). Esta pérdida de estabilidad puede tener implicaciones en la bioactividad y la

interaccion con las membranas celulares (Djanaguiraman et al., 2024).

33



7.1.2 Determinacion de microelementos por espectrometria de absorcion atémica con
plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)

La concentracion de los micronutrientes (Ni, Co y Mo) contenidos en las muestras de
NPsCS-Mi, se determin6 mediante ICP-OES. Como se muestra en la Tabla 2, las NPSCS-Ni y
NPsCS-Co absorbieron cerca del 70% de la cantidad de micronutrientes afadido durante la
sintesis, con una concentracion real de 20.63 y 13.82 ppm, respectivamente. En el caso de las
NPsCS-Mo, se detecto una concentracion de 3.149 ppm, ligeramente superior al valor teorico
afiadido (3 ppm). Este incremento puede estar relacionado con la ausencia de condiciones
controladas durante la preparacion, lo que aumenta la probabilidad de variaciones
experimentales. Asimismo, trabajar con concentraciones bajas puede aumentar los margenes de
error experimental (H. Snow, 2022) Por otra parte, las NPSCS-Trip, absorbieron cerca de 50 %
de la cantidad de micronutrientes de manera individual, es decir, se redujo la concentracion de
Ni, Coy Mo a 11.56,8.46 ppm y 0.76 ppm, respectivamente. La reduccion en el porcentaje de
absorcion de los micronutrientes en las NPsCS-Trip se puede atribuir al mecanismo de
“competencia” de interaccion de los iones por los grupos funcionales disponibles en la cadena

reticulada de CS durante la sintesis.

Tabla 2. Determinacién del contenido de micronutrientes (Ni, Co y Mo) por espectrometria de

absorcion atdbmica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES).

Muestra Microelemento Cantidad tedrica Cantidad real
(Ppm) (ppm)
NPsCS-Ni Ni 30 5064
NPsCS-Co Co 20 383
NPsCS-Mo Mo 3 315
NI 30 1156
NPsCS-Trip Co 20 8.46
Mo 3 0.76

La coordinacion o formacion de complejos de micronutrientes (iones metalicos) con las

nanoparticulas de CS esta relacionada con las caracteristicas fisicoquimicas propias del CS y de
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las NPsCS, con factores internos como el grado de desacetilacion y disponibilidad de grupos
funcionales (—NH y —OH), peso molecular o cristalinidad, y factores externos como el método
de sintesis, agente reticulante, velocidad de agitacion y pH. Estos factores pueden modificar las
interacciones entre los iones metalicos y las cadenas de CS, favoreciendo o0 no su integracion en
los complejos. El peso molecular del CS influye en sus propiedades fisicoquimicas, un menor
peso molecular mejora la disponibilidad de los grupos amino (J. Wang et al., 2024). NO ESTA
LA REF. lo cual le confiere mayor habilidad de interaccion, mejorando sus cualidades

antioxidantes, antimicrobianas y quelantes (Marmol et al., 2012).

7.1.3 Espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier acoplado a
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)

En la Figura 1 se muestra el espectro de infrarrojo del quitosan pristino (a) presento las
bandas caracteristicas del biopolimero, la sefial en 3430 cm™ se atribuye a las vibraciones de
estiramiento sobrepuestas de los grupos O—H y N-H. La vibracion de estiramiento alifatico C—
H de los grupos metileno aparecio en 2870 cm™, mientras que la banda de la amida I se registro
en 1625 cm™, asociada al estiramiento del enlace C=0. La absorcion en 1533 cm™ se asignd a
la flexion N—H (amida 11), y la sefial a 1375 cm™ a la flexion C—H. En la region de los sacaridos,
se observo una banda intensa a 1048 cm correspondiente al estiramiento C—O—C de los enlaces
glucosidicos, en concordancia con lo reportado en la literatura para el quitosan (Lustriane et al.,
2018; Verma et al., 2021).

Por otra parte, las NPsCS (b) presentan la banda ancha correspondiente al estiramiento O—H/N—
H en 3034 cm™, la cual se hizo mas ancha e intensa, indicando un incremento en los enlaces de
hidrégeno, las bandas de amida | (1625 cm™) y amida I (1533 cm®) se volvieron mas definidas,
lo cual refleja interacciones ionicas entre los grupos —NHs* protonados del quitosan y los aniones
fosfato del TPP. Ademas, apareci6 una sefial nueva en 881 cm™ atribuida principalmente al
estiramiento asimétrico de los grupos P-O-P del TPP, con posible solapamiento de los enlaces
B-(1—4) glucosidicos (Lustriane et al., 2018). Estos cambios confirman la reticulacion idnica

del quitosan con TPP y la formacidon de las nanoparticulas de quitosan.
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Figura 1. Espectro de infrarrojo del quitosan (a), NPsCS (b), NPsCS-Ni (c), NPsCS-Co (d),
NPsCS-Mo (e) y NPsCS-Ni, Co, Mo (f).

Los complejos metalicos de CSNPs-Ni, CSNPs-Co, CSNPs-Mo y CSNPs-Ni, Co, Mo
conservaron las caracteristicas fundamentales de las CSNPs, lo cual indica que la estructura
quimica principal del quitosan no se modifico tras la incorporacion de los metales. No obstante,
se observaron variaciones en la intensidad de las bandas, particularmente en la region asociada
a C-H y alos grupos fosfato, donde las sefiales aparecieron mas pronunciadas en los complejos.
Este comportamiento se relaciona con las interacciones ionicas y de coordinacion mas fuertes
entre los cationes multivalentes (Ni?*, Co*" y especies de Mo) y los grupos funcionales del
quitosan.

Un aspecto relevante en el espectro de infrarrojo de los CSNPs-Mi es la aparicion de cambios
en laregion de baja frecuencia (563-550 cm™), ausentes en las CSNPs sin metales. Estas sefiales
se han asociado a las vibraciones de estiramiento M-O y M-N, lo que proporciona evidencia
adicional de la coordinacién de Ni, Co y Mo con los grupos amino e hidroxilo del quitosan
(Hussein et al., 2012; LEON et al., 2017; Verma et al., 2021).
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El andlisis FTIR confirma que, si bien el esqueleto quimico del quitosdn se mantiene, la
reticulacion con TPP y la posterior coordinacion con los iones metélicos producen
modificaciones claras en las regiones de amida, fosfato e infrarrojo a baja frecuencia, validando

tanto la formacion de CSNPs como su complejacion efectiva con micronutrientes metalicos.

7.1.4 Andlisis termogravimétrico (TGA)

Para estudiar los cambios térmicos entre las muestras de CS, NPsCS y NPsCS-Mi se
realiz6 un analisis termogravimétrico (Figura 2). EI Termograma perteneciente al quitosan
muestra dos pérdidas de peso en el rango de temperatura de 33 a 430 °C, la primera pérdida
ocurre por debajo de los 100 °C que corresponde a la humedad contenida en la muestra
representando cerca del 11% de su peso. La segunda perdida esta relacionada a la degradacion
primaria del quitosan que comienza a los 233 °C y es completamente degradado a los 430 °C
con una pérdida de peso de 58.5%, en donde se llega a la carbonizacién total a los 600 °C,
perdiendo finalmente el 33% de su peso de la muestra. EI TGA de las NPsCS también exhibe
dos pérdidas de peso significativas en el rango de 30 a 470 °C, la primera pérdida es
consecuencia de la evaporacion del agua absorbida por la muestra, que se observa entre los 30
y 100 °C, y representa el 9.6% de su peso. La segunda perdida significativa de peso (cerca del
41%) se da en el rango de 160 a 470 °C, la cual es atribuida a la descomposicion y degradacion
de cadenas poliméricas libres del quitosan, que derivan en la ruptura de los enlaces de hidrogeno
entre los N-acetil y los grupos amino libre, asi como de la gradual degradacion oxidativa de
carbonos residuales y de productos formados en procesos previos. Por otro lado, la existencia
de grupos fosfato (P=0O y P-O) en las NPsCS resulta en menor degradacién que el quitosan
(Kahdestani et al., 2021). Es importante mencionar que la temperatura de inicio de degradacion
de las NPsCS ocurre antes (alrededor de 160 a 470 °C) debido a su naturaleza amorfa adquirida
por el entrecruzamiento con las moléculas TPP. Ademas, la reduccion en la estabilidad térmica
de las nanoparticulas de quitosan en comparacion con el quitosan puro puede estar relacionado
con algunos desordenes en su estructura semi cristalina (Mihaela Predescu et al., 2019; Xiao
etal., 2016).

Por otra parte, los comportamientos de degradacion de las NPSCS-Mi son similares al observado
en las NPsCS debido al mismo método de sintesis de los compuestos. Siendo asi que, el
termograma TGA de las NPsCS-Ni muestra dos periodos de pérdida de peso, el primer periodo
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atribuido a la evaporacion de agua que se da entre los 37 y 120 °C en el cual hay una pérdida de
peso del 7.1%, menor a la cantidad de agua perdida en las NPsCS y CS. En el segundo periodo
se da la degradacion primaria del material a un rango de temperatura de 160 a 430 °C, con una
pérdida de peso del 44%, también menor al observado en las NPsCS y al CS, por lo cual, a pesar
de tener un menor rango de temperatura de degradacién son mayormente estables debido a la
presencia de compuestos inorgéanicos (niquel y fosforo (TPP)) (Ali et al., 2011).

De manera similar a las NPsCS, las NPsCS-Co presentan una primera pérdida de peso atribuida
a la evaporacion del agua absorbida. Esta pérdida comienza alrededor de los 34 °C y se extiende
hasta los 110 °C, representando un 9,12 % del peso total. La principal etapa de degradacion
térmica ocurre entre los 150 °C y los 450 °C, con una pérdida del 42,1 %, lo cual corresponde
al proceso de descomposicion de la estructura polimérica. Este rango de degradacion es
comparable al observado para las NPsCS sin metal. Las ligeras variaciones en la curva TGA de
las NPsCS-Co se atribuyen a cambios en la morfologia de las nanoparticulas provocados por la
incorporacion del ion cobalto

Las NPsCS-Mo presentaron un comportamiento térmico muy similar al de las NPsCS, lo que
sugiere que la baja concentracion de molibdeno utilizada tiene un impacto casi nulo sobre su
estabilidad térmica. La primera pérdida de peso ocurre entre los 30 y 100 °C, correspondiente a
la evaporacion de la humedad de la muestra, con una pérdida aproximada del 10 %. La segunda
etapa corresponde a la degradacion térmica del quitosan, que inicia alrededor de los 155 °C y se
extiende hasta los 470 °C, con una pérdida de masa del 40 %.

Por otro lado, las NPsCS-Trip también muestran un comportamiento térmico similar al de las
NPsCS. En este caso, se observa una pérdida del 9,2 % entre los 30 y 130 °C debido a la
evaporacion de agua. La incorporacion simultanea de los tres micronutrientes (Ni, Co y Mo) no
parece modificar significativamente el rango de degradacion térmica, que se mantiene entre los
160 y 470 °C, con una pérdida de peso total del 42 %.
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Figura 2. Termogramas de quitosan (a), nanoparticulas de quitosan (b), NPsCS-Ni (c),
NPsCS-Co (d), NPsCS-Mo (e) y NPsCS-Trip ().

La variacion en el porcentaje de agua presente en los compuestos esta relacionada con las
interacciones quimicas generadas al afiadir un agente reticulante y micronutrientes a las cadenas
de quitosan, lo que influye en la capacidad de formar enlaces con las moléculas de agua (Abd
El-Aziz et al., 2019).

A pesar de que las cantidades de micronutrientes utilizadas en la reaccion triple (NPsCS-Trip)
fueron las mismas que en las reacciones individuales, se observaron pequefias diferencias en la
degradacion térmica. Esto podria deberse a una especie de ‘competencia’ entre los
micronutrientes durante la sintesis, al intentar acomplejarse simultaneamente con las cadenas
poliméricas del quitosan, lo que puede haber afectado la eficiencia del acoplamiento de cada
uno de ellos y por lo tanto su tamafio de particula.

Para un andlisis mas detallado del comportamiento térmico de las muestras, se elaboro la Figura

3, en la cual se observa un acercamiento en la zona de interés.
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Figura 3. Termogramas amplificado de Quitosan (a), Nanoparticulas de quitosan (b), NPsCS-
Ni (c), NPsCS-Co (d), NPsCS-Mo (e) y NPsCS-Trip (f).

7.1.5 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

El analisis térmico diferencial (Figura 4), permitio identificar los eventos endotérmicos
y exotérmicos de CS, NPsCS y NPsCS-Mi, asi como los cambios en entalpia (AH) asociados.
En el CS se observaron dos picos principales: uno endotérmico entre 41.6 y 132 °C con
temperatura maxima en 90.7 °C (AH = 215.93 J/g), correspondiente a la pérdida de agua de
grupos hidrofilicos; y un segundo pico exotérmico iniciado en 276 °C con temperatura maxima
en 310 °C (AH = 107 J/g), asociado a la degradacion térmica de zonas parcialmente ordenadas
del polimero (Dudhani & Kosaraju, 2010). Para el uso de las NPsSCS, se registr0 un pico
endotérmico mas amplio (40.3—170 °C) con un mayor AH (303.13 J/g) y temperatura maxima
en 88 °C, relacionado con la evaporacion del agua (Abd El-Aziz et al., 2019). Ademas,
aparecieron dos picos exotérmicos a 217 °C (AH = 26.4 J/g) y 247 °C, vinculados con la
degradacion de cadenas reticuladas y de mayor peso molecular, respectivamente (Ali et al.,
2011; Dudhani & Kosaraju, 2010).
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Las NPsCS-Ni presentaron un primer pico endotérmico entre 50 y 175 °C con una temperatura
maxima de 108 °C (AH = 356.86 J/g), indicando mayor higroscopicidad atribuida a la
complejacion con iones de Ni (Abd El-Aziz et al., 2019; Ali et al., 2011). También mostraron
dos picos exotérmicos (211 y 230 °C), con una maxima degradacion a 250 °C (AH =81.16 J/g),
reflejo de cambios estructurales en las cadenas poliméricas (Carrasco-Sandoval et al., 2023;
Santander-Ortega et al., 2011).

En el caso de las NPsSCS-Co, la evaporacion del agua ocurrio entre 50 y 180 °C con un pico
maximo a 102 °C (AH = 366.22 J/g). Se identificaron dos picos exotérmicos (218 y 230 °C),
siendo el segundo mas intenso (max. 247 °C, AH = 88.93 J/g), lo que sugiere mayor presencia
de cadenas ordenadas y de alto peso molecular tras la incorporacion del Co (Alehosseini et al.,
2022; Cardenas-Trivifio et al., 2017).

Las NPsCS-Mo mostraron un pico endotérmico entre 40 y 160 °C (max. 98 °C, AH =88.93 J/g),
seguido de dos picos exotérmicos a 205 °C (AH = 16.1 J/g) y 244 °C (AH = 44.3 J/g). Estos
eventos corresponden a la degradacion de cadenas cortas y a la despolimerizacién inducida por
la incorporacion de Mo, confirmando su integracion en la matriz (Ali et al., 2011; Hadidi et al.,
2020).

Finalmente, las NPSCS-Trip mostraron evaporacion de agua entre 50 y 180 °C (max. 110 °C,
AH =342.21 J/g) y dos picos exotérmicos en 208 °C (AH =5.14 J/g) y 247 °C (AH =84.77 J/g),
asociados a la degradacion de cadenas reticuladas y de mayor peso, respectivamente, reforzando
el efecto estructural de los micronutrientes afiadidos (Carrasco-Sandoval et al., 2023).

Aunque la temperatura de transicion vitrea (Tg) no se identificé en los termogramas, estudios
reportados indican que esta suele aparecer entre 210 y 230 °C (Merino et al., 2016). Esta
variabilidad se debe a la naturaleza del quitosan, cuya Tg depende de su fuente, peso molecular
y grado de desacetilacion (Guimardes et al., 2020). La incorporacién de iones metalicos también
puede modificar la Tg, ya que estos afectan la movilidad de las cadenas poliméricas (Prokhorov
et al., 2015; Gonzalez-Campos et al., 2010), lo que explica posibles desplazamientos o dilucién

del pico correspondiente en las NPsCS-Mi.
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Figura 4. Termogramas de Quitosan (a), Nanoparticulas de quitosan (b), NPsCS-Ni (c),
NPsCS-Co (d), NPsCS-Mo (e) y NPsCS-Trip (f) por calorimetria diferencial de barrido.

Los gradientes de entalpias se presentan en la Tabla 3, se observa la variacion para cada
compuesto de acuerdo a su estabilidad térmica y ordenamiento, existiendo un mayor gradiente
de entalpia en las regiones de mayor cristalinidad y una menor energia en aquellas zonas
mayormente amorfas, esto esta relacionado con una mayor liberacién de calor o con la cantidad
de energia que necesitan los complejos para modificarse térmicamente, este fenémeno se
presenta para biopolimeros que pueden presentar una cristalizacion, una reaccidén quimica
exotérmica, 0 un mecanismo de curado. En este caso, se observé un proceso de cristalizacion,
ya que los micronutrientes dan pauta a un mayor ordenamiento de la fase cristalina del quitosan.
Siento asi que las NPsCS- Ni, NPsCS-Co y NPsCS-Trip mantienen un rango similar de
cristalinidad y entalpia en comparacion a las NPSCS-Mo en las que aumentan las regiones

amorfas, decayendo el gradiente de entalpia, como se observa en la Figura 5 y Tabla3.
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Tabla 3. Temperatura méxima y entalpia de degradacion de quitosan, nanoparticulas de
quitosan y NPsCS-Mi mediante DSC.

Muestra Endoterma Exoterma | Exoterma Il
Tmaxima de | Entalpia | Tméxima | Entalpia | Tméxima | Entalpia
degradacion (J/9) (°C) (J/9) (°C) (J/9)
Q)
Agua 100 2260 - - - -
CS 90 215.93 310 - - -
NPsCS 87.94 303.13 217 26.379 247 -
NPsCS-Ni 108.1 356.86 219 - 249 81.16
NPsCS-Co 102.15 366.22 221 - 247 88.93
NPsCS-Mo 96.48 295.9 213 16.105 245 44.13
NPsCS-Trip 110 342.21 216 5.14 247 84.77

7.1.6 Difraccion de rayos X (DRX)

Para estudiar el efecto en la morfologia y cristalinidad de la incorporaciéon de
micronutrientes (Ni, Co y Mo) en las cadenas poliméricas de las NPsCS, se realizaron estudios
mediante DRX dentro del rango de 26 de 5°-90°. En la Figura 5 se muestra los difractogramas
correspondientes al CS y NPsCS. El quitosdn muestra tres principales picos en 26, a 11°, 20°, y
29°, los cuales corresponden a la forma cristalina tipo Il que es caracteristica de la estructura de
quitosén (Samah et al., 2023). El pico en 26 a 20° (110) esta relacionado a la cristalinidad del
material, mientras que el pico observado a 26 a 11° (020) se atribuye a la red semicristiana del
material (loelovich, 2014). El pico en 26 a 29.2° (220) podria relacionarse a la presencia de
cristalitos ordenados que se encuentran en una menor proporcion. Por otra parte, se observan
estructuras amorfas residuales en un rango de 35° a 50° en 260, las cuales se ha reportado su
relacién con el método de secado, el cual también influye en la cristalinidad del material
(Malgorzata et al., 2003). El quitosan es capaz de formar regiones cristalinas con facilidad
debido a la presencia de grupos amino (-NHz) e hidroxilo (-OH) en sus cadenas poliméricas, los
cuales tienden a formar fuertes enlaces de hidrogenos inter e intramoleculares con grupos

funcionales afines (Kumar et al., 2016).
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Pare el caso de las NPsCS, el entrecruzamiento llevado a cabo tras la incorporacion de TPP en
las cadenas de CS modificd la estructura cristalina, generando cambios en la intensidad y angulo
de difraccion de algunos de los picos observados en CS, presentando un ligero corrimiento a
angulo altos en el pico en 26 a 13.2° (020) y un ligero corrimiento en19.7° (110), conservando
los mismos planos cristalinos. Ambos picos muestran una disminucion en la intensidad de
difraccion, siendo especialmente notable en el pico ubicado en 26 = 19.7° (110), cuya reduccion
es significativa. Esta disminucion se atribuye a la deformacion de las regiones cristalinas del
quitosan, causada por el entrecruzamiento con moléculas de TPP. Dicho entrecruzamiento
reorganiza los enlaces de hidrogeno originales del quitosan, sustituyéndolos por enlaces con los
grupos funcionales (-OH) y (-NH:) (Kumar et al., 2016). Como resultado, se forma una
estructura reticulada o amorfa, la cual generalmente presenta una mayor densidad en
comparacion con el quitosan puro (Hemra Hamrayev & Kamyar Shameli, 2023). Este cambio
en la cristalinidad de las cadenas poliméricas de CS promueve la formacion de un nuevo pico
en 20 a 23.2°y un pequeiio hombro o halomorfo adyacente al pico principal, lo que sugiere la
presencia de una fase secundaria o una ligera reorganizacion estructural en las regiones

semicristalinas del material (Sivakami et al., 2013).
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Figura 5. Difractograma de quitosan (a), nanoparticulas de quitosan (b)

Para el caso de las NPsCS-Mi (Figura 6), se puede observar que todas las muestras presentan
un pico amplio que va de 7.5° a 17.2° en 20 y difractan en 26 a 13.2° sin corrimientos en su
maxima intensidad, lo que indica que el espacio interlaminar y el ordenamiento de la estructura
semicristiana correspondiente a las cadenas poliméricas de las NPsCS no fue afectada. No
obstante, la intensidad en el pico relacionado a la region de mayor cristalinidad en 26 a 19.5°
(110) y el pico derivado de la reticulacion 23.2° en 26 (120) varian su angulo e intensidad de
acuerdo a la muestra.

Las NPsCS-Co ademés de mostrar un pico intenso en 13.2° en 20, también presenta una
disminucion de intensidad en los picos 19.5° y 23.3° en 20 en comparacion con los observados
en las NPsCS. Del mismo modo, el resto de las muestras presentan estos dos picos con ligeras
alteraciones en sus angulos e intensidad de difraccion, siendo asi que, para las NPsCS-Ni se
presentan a 19.5° y 23.7°, para las NPsCS-Mo a 19.1° y 23.7°, y para las NPsCS-Trip se
observan a 19.5° y 23.9°, respectivamente. Estas variaciones morfoldgicas estan relacionadas
con alteraciones causadas por la incorporacion de los Mi sobre las cadenas poliméricas del CS,
lo que evidencia la formacion de los complejos. Ademas, es importante mencionar que el CS
utilizado fue un CS de bajo peso molecular y baja cristalinidad, lo cual esta relacionado con la
afinidad, (loelovich, 2014; Piron & Accominott, 1998), capacidad quelante del material y con
mayores areas de interaccion, por lo que, a menor cristalinidad, mejor absorcion de minerales
(loelovich, 2014; Piron & Accominott, 1998).
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Figura 6. Difractograma de Nanoparticulas de quitosan (a), NPsCS-Co b), NPsSCS-Ni (c),
NPsCS-Mo (d) y NPsCS-Trip (e)

La incorporacion de micronutrientes en los complejos de NPsCS fomentaron el crecimiento de
la zona cristalina o de mayor ordenamiento cristalino de las NPsCS debido a la posible
sustitucion de grupos (-OH) y (-NH.) que provocé el reordenamiento de las cadenas poliméricas
cristalinas. Ademas, se ha reportado que los iones metalicos pueden incorporarse en forma de
patrones colgantes o en forma de puentes (X. Wang et al., 2004).

Los cambios observados en DRX evidencian los resultados de DSC, en donde se observé el
incremento de intensidad del pico exotérmico en 270°C relacionado con el ordenamiento de las
cadenas poliméricas que registraron un mayor gradiente de entalpia (AH).

7.2 Efecto de la aplicacion de las nanoparticulas de quitosan con micronutrientes (NPsCS-

Mi) sobre las propiedades morfologicas de las plantulas de melén

7.2.1 Porcentaje de germinacién de semillas de melén tratadas con NPsCS-Mi
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Evaluar el porcentaje de germinacion permite determinar el efecto de los tratamientos y su
influencia en el inicio del desarrollo vegetal. Conocer el indice es clave para lograr una siembra
mas uniforme y eficiente, lo que optimiza el uso del suelo, insumos y recursos.

Los ensayos realizados para evaluar el efecto de las NPsCS-Mi sobre el porcentaje de
germinacién de semillas de melén (Figura 7) muestran que, para el sistema de cultivo en taco
(A) las NPsCS presentaron un mayor porcentaje de germinacion (80%) con respecto al agua
(71.1 %). Asi mismo, las NPsCS-Ni fueron el tratamiento con mayor porcentaje de germinacion
(88.8 %) seguido de las NPsCS-Co y NPsCS-Mo que resulto en 84.4 % de germinacion para
ambos, superando aun asi al blanco y las NPsCS. Por otro lado, las semillas tratadas con NPsCS-
Trip presentan un bajo porcentaje de germinacion (75.6 %) respecto al resto de los tratamientos
de NPsCS-Mi.

Por otra parte, el sistema de cultivo en caja Petri (B) revela que las semillas tratadas con NPsCS
tuvieron un porcentaje de germinacion del 43.3 %, menor al del agua que fue del 60%. Las
semillas tratadas con el tratamiento de NPSCS-Ni germinaron un 80 %, siendo mas alto que las
NPsCS-Mo y NPsCS-Trip que presentaron un porcentaje de germinacion del 56.67 % y las
semillas tratadas con las NPSCS-Co presentaron un porcentaje de germinacion menor (43.3%).
Para el sistema de cultivo en sustrato (C) se observa que el blanco presentd un 61.1 % de
germinacién, superior al porcentaje reportado para las NPsCS (55.5%). Los tratamientos con
mayor respuesta a la germinacion son las NPsCS-Co y NPsCS-Mo con un 77.7%, seguido de
las NPsCS-Ni que presenta un porcentaje similar al del blanco con un (61.1%). Por otra parte,
las NPsCS-Trip fue el tratamiento con menor respuesta a la germinacion con un 44.4%.

En el caso de la aplicacién por aspersion, no se evalud el porcentaje de germinacién dado que
el tratamiento se aplico posterior a la germinacion (sobre plantulas de 15 dias de crecimiento)

por lo que no hubo algun efecto de los tratamientos sobre esta variable.
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Figura 7. Efecto de la aplicacion de NPsCS-Mi sobre la germinacion de semillas de melén en
los diferentes sistemas de cultivo: taco (A), caja Petri (B), sustrato (C), por aspersion (D). Los
datos son la media + desviacion estandar. *=diferencia significativa (Tukey; p< 0.05).

En el sistema de taco, se observo un incremento general en la tasa de germinacion tanto con
NPsCS como con NPsSCS-Mi, en comparacion con el tratamiento control (agua). Este
comportamiento puede atribuirse a las propiedades del quitosan, como su capacidad para retener
humedad y modular respuestas fisioldgicas en las semillas (Katiyar etal., 2015). La
incorporacion de micronutrientes aumenté ligeramente este efecto, aunque s6lo se observo de
manera significativa al aplicarse las NPsCS-Ni. Cabe mencionar que el sistema de taco ofrece

condiciones favorables para la germinacion, tales como mayor retencién de humedad, menor
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exposicion directa a la luz y contacto mas cercano de las semillas con el agente aplicado, lo cual
pudo haber favorecido la absorcion y efecto de las nanoparticulas.

Sin embargo, estos efectos positivos no se replicaron en el sistema de caja, donde se observd
una reduccion en la germinacion cuando se imbibieron en las NPsCS y una reduccion mayor
con la mayoria de las NPsCS-Mi. Este comportamiento puede relacionarse a una posible
acumulacion o mala distribucidn de las nanoparticulas, cercanas a limites toxicos. Ademas, esta
inhibicién también podria estar relacionada con una posible intoxicacion causada por la
liberacion rapida y directa de los micronutrientes debido a la baja capacidad de amortiguacion
del papel filtro, sumado a una mayor exposicion a la luz. No obstante, el tratamiento con NPSCS-
Ni, mostrd una mejora respecto al blanco.

En el sistema de sustrato (perlita + peat moss) también se presentd un comportamiento
heterogéneo y poco correlacionado con los otros dos métodos. Los tratamientos con NPsCS-Co
y NPsCS-Mo mostraron una mejora en la germinacion, mientras que las NPSCS-Ni mostraron
un comportamiento similar al blanco. Contrariamente el tratamiento con NPsSCS-Trip resultd
desfavorable o incluso inhibié la germinacion. Lo cual sugiere que posiblemente la interaccién
de las NPs y minerales con las semillas se modificaron debido al sustrato, que actia como una
matriz adsorbente, afectando la biodisponibilidad de las nanoparticulas, su movilidad o la tasa
de liberacion de los micronutrientes (Saberi Riseh et al., 2024; Shrivastava et al., 2019). Esto,
sumado a una menor retencion de humedad respecto al taco y a una exposicion parcial a la luz,
podria haber afectado la actividad metabolica de las semillas (Farooq et al., 2022; Li etal.,
2019). Las NPsSCS-Ni, en particular, parecen mantener un equilibrio adecuado entre
disponibilidad y accidn sin inducir efectos negativos, al menos en los métodos de germinacion
evaluados.

El tratamiento con las NPsCS-Trip mostré un efecto desfavorable en todos los métodos de
germinacion, lo cual sugiere una posible sinergia negativa entre los tres metales incorporados,
ya sea por sobreacumulacion o por interferencia en procesos fisioldgicos sensibles de la
germinacion. Aunque no se puede confirmar sin analisis especificos, la literatura sugiere que la
combinacion de varios metales puede generar un estrés excesivo en tejidos embrionarios si no
se liberan en proporciones adecuadas (Shahid, 2021).

En conjunto, los resultados sugieren que la respuesta a la aplicacion de las NPsCS-Mi depende

no solo de su composicion, sino también de las condiciones fisicas en las que se aplican. Factores
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como la retencion de humedad, la exposicion a la luz, la interaccion con matrices sélidas y la
tasa de liberacion de los micronutrientes son parametros clave.

La evaluacion del indice de germinacion por los métodos de taco, caja y sustrato mostro notables
variaciones en la respuesta de las semillas tratadas con nanoparticulas de quitosan (NPsCS) y
con nanoparticulas de quitosdn con micronutrientes (NPSCS-Mi). Estas diferencias pueden
deberse por la interaccion de multiples factores fisicos y quimicos asociados al método de
germinacion, asi como al tipo de nanoparticula utilizada (Allam et al., 2024; Farooq et al.,
2022).

7.2.2 Comportamiento del crecimiento radicular y aéreo en plantulas de mel6n por la
aplicacion de NPsCS-Mi
Al medir la longitud de laraiz y el tallo nos permite evaluar el vigor y el desarrollo inicial
de las pléantulas, aspectos fundamentales para el establecimiento de un cultivo (Bellaloui &
Kassem, 2021; Di Benedetto & Tognetti, 2016). La longitud de la raiz indica la capacidad para
absorber agua y nutrientes, mientras que el desarrollo del tallo muestra el vigor en la plantula,
su capacidad fotosintética y el potencial para un desarrollo sano y productivo.
En la Figura 8 se muestra que para el sistema de cultivo en taco (A), el tratamiento con agua
(blanco) presento la mayor longitud del tallo, con un promedio de 8.5 cm, seguido por las NPsCS
con 8.2 cm, las NPsCS-Ni con 8.1 cm, NPsCS-Trip con 7.8 cm, NPsCS-Mo 7.5 cm y NPsCS-
Co con 7.3 cm, siendo este ultimo el tratamiento que muestra menor longitud de tallo. Sin
embargo, el crecimiento radicular presento diferencias con los tratamientos con NPsSCS-Mi. El
blanco mostr6 el menor tamafio de raiz (11.4 cm), mientras que las NPsCS con 12.8 cm son un
15 % mayores. Las NPsCS-Ni y NPsCS-Co presentaron mayores longitudes con 14.6 cm y
13.9 cm, respectivamente, 0 sea mas largas en un 24 % y 31 %. Asimismo, las NPsCS-Mo y
NPsCS-Trip también superaron al blanco, con longitudes de 13.5cm y 12.4cm,
respectivamente, pero no presentan efectos significativos.
En el sistema de cultivo en caja (B), la longitud mayor del tallo se observo en el blanco con
2.6 cm, mientras que las plantulas tratadas con NPsCS tuvieron una longitud de 2.0 cm. El
tratamiento con NPsCS-Co mostrd un crecimiento ligeramente superior con 2.2 cm, seguido de
los tratamientos con NPSCS-Mo y NPsCS-Trip, ambos con 2.1 cm. Por su parte, las plantulas

tratadas con NPsCS-Ni mostraron la menor longitud de tallo, con apenas 1.5 cm. Por otra parte,
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en el crecimiento radicular se observaron mayores longitudes en comparacién con el tallo. El
tratamiento con NPsCS registré la mayor elongacion promedio de la radicula, con 11.6 cm,
superando al blanco, que presentd 8.4 cm. Respecto a la longitud de la raiz las NPsCS-Mo,
NPsCS-Ni y NPsCS-Trip mostraron resultados similares entre si y comparables al blanco,
8.4cm, 5.3cm y 5.1 cm, respectivamente. En contraste, el tratamiento con NPsCS-Co fue el

menos efectivo con apenas 2.2 cm, lo que representa una disminucion significativa respecto al

blanco.
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Figura 8. Efecto de la aplicacion de NPsCS-Mi sobre el crecimiento radicular y aéreo en
plantulas de melon en los diferentes sistemas de cultivo: taco (A), caja Petri (B), sustrato (C),
por aspersion (D). Los datos son la media + desviacion estandar. *=indica diferencia

significativa (Tukey; p< 0.05)

Por su parte, en el sistema de cultivo con sustrato (C) se observo una mayor longitud de los
tallos que de las raices. Donde la mayor longitud del tallo se observo en el blanco (agua),
alcanzando 11.6 cm, mientras que las plantulas tratadas con NPsCS presentaron una longitud de
9.8 cm. El tratamiento con NPSCS-Co mostr6 una media de 11.4 cm, seguido de las NPsCS-
Mo, NPsCS-Ni, ambos con un promedio de 10.6 cm y las NPSCS-Trip mostraron una menor

longitud del tallo, con 10.4 cm en promedio.

51



En cuanto al crecimiento radicular, el tratamiento con NPsCS fué de 8.3 cm, superando al
blanco, que alcanzé 7.5 cm. Las plantulas tratadas con NPsCS-Co presentaron un alargamiento
ligeramente superior que el resto de los tratamientos con 8.6 cm, mientras con NPsCS-Mo,
NPsSCS-Ni y NPsCS-Trip mostraron resultados similares entre si, con medias de 7.9 cm, 8.0 cm
y 7.5cm, respectivamente. En general, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos para la longitud de raiz o tallo.

Aunque el mecanismo especifico de interaccion del CS y las NPsCS en la célula vegetal con
respecto al crecimiento adn no esta bien definido (Khalifa, 2018), es sabido que su aplicacion
puede promover el crecimiento de drganos vegetales. Asi mismo, en bajas concentraciones (<40
ppm) se relaciona con procesos de division y crecimiento celular. También se propone que,
gracias a sus cualidades higroscopicas modula el flujo de agua y modifica la presién osmética,
favoreciendo la movilizacion de nutrientes y disminucién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Chamnanmanoontham et al., 2015). Contrariamente, la aplicacion de NPsCS en altas
concentraciones puede causar severos dafios en la célula. En diversos cultivos, concentraciones
mayores al 10 % p/v pueden provocar inhibicion del crecimiento, reduciendo el tamafio de las
raices y los tallos. Esto se debe a que posiblemente se genera dafio al embridn por citotoxicidad
a altas concentraciones, reduciendo la actividad enzimética e incluso se han observado efectos
genotdxicos por altas concentraciones o largo tiempo de exposicién (mayor a 12 h en
imbibicidn) (Allam et al., 2024; Khalifa, 2018).

Sin embargo, en la mayoria de los tratamientos no se observan diferencias significativas con
respecto al blanco, siendo resultados con poca variabilidad, lo cual puede atribuirse a la corta
duracion del experimento (15 dias). Geisler-Lee y colaboradores (2014) y Rodriguez y
colaboradores (2019) mencionan que algunos efectos morfoldgicos o bioquimicos tardan en
expresarse y no son visibles en ensayos de tiempo corto, puesto que suelen requerir mayor
tiempo de observacién e incluso llegar a la madurez. La variabilidad genética entre los
individuos puede modificar la respuesta, aumentando la desviacion de los datos, que produce
datos inconsistentes o con poca diferencia entre los tratamientos (Bell et al., 2013).

Al igual que en la germinacion, se nota diferente la respuesta a los tratamientos en el sistema de
cultivo en caja, esto se atribuye a las condiciones exdgenas que pudieron modificar la

interaccion de las NPsCS-Mi, debido a la humedad y exposicion a la luz. Como ya se menciond,
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estos factores pueden modificar la interaccion y liberacion de las NPs (Szymariska & Winnicka,

2015b), provocando en este caso un efecto adverso.

7.2.3 Cambios en biomasa y humedad en plantulas de melon por la aplicaciéon de
NPsCS-Mi

La biomasa refleja el crecimiento total de la planta y su capacidad para acumular materia
seca, lo cual es un indicador del rendimiento y la eficiencia en el uso de recursos como agua,
luz y nutrientes (Di Benedetto & Tognetti, 2016). Como se muestra en la Tabla 4 los resultados
de biomasa seca y el porcentaje de humedad de las plantulas no se encontr6 alguna diferencia
significativa entre los tratamientos en cada sistema de cultivo y aplicacién. Soélo es posible
observa en el sistema de taco que el blanco presenta una biomasa mas alta que el resto de los
tratamientos y un porcentaje de humedad menor. El sistema de cultivo en caja Petri, las muestras

presentaron signos de deterioro y contaminacién microbiana, impidiendo su evaluacion.

Tabla 4. Efecto de la aplicacién de NPsCS-Mi en la biomasa y humedad en plantulas de mel6n

Cantaloupe variedad Sweet Sunrise
Sistema Taco Sustrato Aspersion

Tratamiento  Biomasa (g) Humedad Biomasa  Humedad Biomasa Humedad

(%) (@) (%) (@) (%)
Agua 0.097+0.01 86+13.7 0.019 93.3+0.8 0.09 91.8+0.8
+0.006 +0.05
NPsCS 0.043+0.007  94.3+0.3 0.021 92 +3.2 0.068 92.3 1.5
+0.003 +0.01
NPsCS-Ni 0.053+0.007  95.4+1.3 0.018 93.9+2.3 0.073 94.9 +0.4
+0.003 +0.01
NPsCS-Co 0.053+0.01 94.9+0.6 0.023 94 +0.9 0.072+ 93.9+0.01
+0.005 0.001
NPsCS-Mo 0.08+0.04 92.8+4.3 0.018 93.2 +0.7 0.055 9254
+0.006 +0.02
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NPsCS-Trip  0.045+£0.02  95.1+0.15 0.02 94.6 £0.03  0.046 95.1 £1.45
+0.004 +0.008

Los datos de biomasa representan el peso seco de las plantulas. Los datos estan ordenados por sistema

de cultivo/ aplicacion y tratamiento y son la media + desviacion estdndar. *=indica diferencia

significativa (Tukey; p< 0.05)

La disminucion en la biomasa estd directamente relacionada con su actividad y capacidad
fotosintética. Esto se explica mediante la biomasa-fuente (source-sink), en la cual la fuente es
la encargada de la sintesis de carbohidratos y energia, necesarios para la formacién de biomasa.
Los productos generados por la fuente son utilizados y almacenados en los tejidos de mayor
necesidad, dependiendo de las necesidades fisioldgicas de la planta, por lo que se puede
acumular mayormente en tallos durante las etapas iniciales de desarrollo, actuando como un
sitio prioritario ya que es clave para sostener la parte aérea y preparar el sistema fotosintético
(Paul & Foyer, 2001).

7.3 Propiedades bioquimicas de las plantulas de melén por la aplicacion de las

nanoparticulas de quitosan con micronutrientes (NPsCS-Mi)

7.3.1 Clorofila ay b en plantulas de melén tratadas con NPsCS-Mi

El contenido de clorofila permite evaluar de forma indirecta el estado nutricional y
fisiolégico de las plantas, que se relaciona con la capacidad fotosintética y el vigor general del
tejido foliar (Taiz & Zenger, 2006). Los ensayos realizados para evaluar el efecto de las NPsCS-
Mi sobre el contenido de clorofila en plantulas de meldn (Figura 9) muestran que, para el sistema
de cultivo en taco (A) el blanco presentd las mayores concentraciones de clorofila a y clorofila
b, con valores de 6.1 ng/gy 5.2 pug/g de tejido, respectivamente. En contraste, NPSCS redujeron
el contenido de clorofilas hasta 4.3 pg/g para la clorofila a y 4.6 ng/g para la clorofila b. Las
NPsCS-Ni mostraron 5.2 ug/g de clorofila a y 4.6 ug/g de clorofila b. Por otro lado, los
compuestos con cobalto y molibdeno (NPsCS-Co y NPsCS-Mo) registraron niveles mas bajos
en comparacion con el blanco y las NPsCS. Las NPsCS-Co alcanzaron 3.0 ug/g de clorofilaay

3.9 ug/g de clorofila b, mientras que las NPSCS-Mo presentaron 4.6 pug/g de clorofila a y

54



Contenido de clorofila (ug/g tejido

Contenido de clorofila (ug/g tejido

2.6 pg/g de clorofila b. Por ultimo, el tratamiento con las NPsCS-Trip, redujo significativamente
el contenido de clorofila a hasta 1.15 ug/g y para clorofilab en 1.8 pg/g.

La aplicacion de NPsCS a altas concentraciones puede generar efectos adversos en los tejidos
vegetales, como toxicidad, ROS e incluso efectos genotoxicos. Las especies reactivas de
oxigeno (ROS) son altamente dafiinas en la célula, ya que puede afectar las membranas
celulares, incluidas las membranas de los cloroplastos, dafiando su contenido (Aziz, A., 2019).
Por su parte, en el sistema de cultivo en caja Petri (B) las semillas del blanco presentaron
4.4 ng/g declorofilaay 3.8 pug/g de clorofila b, valores similares a los observados en las semillas
tratadas con NPsCS, que alcanzaron 4.6 ng/g y 2.6 ug/g de clorofila a 'y b, respectivamente. A
su vez, las NPsCS-Ni, con 6.4 ug/g de clorofila a y 4.7 ug/g de clorofila b, mientras que las
NPsCS-Mo presentaron valores mas bajos con 5.2 ug/g para clorofilaay 4.8 pg/g para clorofila
b. No se presentan datos del tratamiento con NPsCS-Co debido a la pérdida de la muestra
correspondiente. En cambio, el tratamiento con NPsCS-Trip registré el mayor contenido de
clorofilas entre todos los tratamientos, con 13.0 pg/g de clorofila a'y 12.6 pg/g de clorofila b.
Como se observa, la aplicacion de nanocompuestos de CS disminuye la cantidad de pigmentos
fotosintéticos (clorofila a y b), reduciendo asi la actividad fotosintética, la cual disminuyé la

formacion de biomasa, como se mostro en el apartado anterior.
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(C), por aspersion (D). *Los datos son la media + desviacion estandar. *=indica diferencia
significativa (Tukey; p< 0.05).

En el sistema de cultivo en sustrato (C) el blanco generd una respuesta comparable a la de los
tratamientos con NPsCS-Mi, con un promedio de 57.2 pg/g de clorofila a y 26.3 pg/g de
clorofila b. Por su parte, las NPsCS demostraron un efecto méas favorable en la sintesis de
clorofilas, alcanzando 67.5 ug/g de clorofila A y 29.0 ug/g de clorofila B. El resto de los
tratamientos presentaron efectos similares entre si, con valores de 50.3 ug/g y 27.4 ug para
NPsCS-Co, 48.0 ng/g y 26.6 ng/g para NPsCS-Ni, y 42.3 ug/g y 22.9 ng/g para NPsCS-Mo,
respectivamente. Las NPsCS-Trip fueron el tratamiento con menor respuesta al contenido de
clorofilas, registrando 39.8 ng/g de clorofila A y 18.4 ng/g de clorofila B.

Las plantulas aplicadas con NPsCS-Mi a través del método de aspersion (D) mostraron una
mayor sintesis de clorofilas en el blanco (agua), alcanzando un promedio de 17.9 pg/g de
clorofila ay 8.9 ug/g de clorofila b. El tratamiento con NPsCS presentd valores similares, con
16.1 ng/g de clorofila a y 9.4 ug/g de clorofila b. En cuanto al resto de los tratamientos, se
observaron producciones de 15.7 pg/g y 8.1 ng/g para NPsCS-Trip, 15.2 ug/g y 5.9 ng/g para
NPsSCS-Co, y 14.0 ug/gy 6.3 ug/g para NPsCS-Mo, respectivamente. El tratamiento con mayor
impacto fue el de NPsCS-Ni, que redujo significativamente el contenido de clorofila a hasta
10.8 ug/gy 5.5 ng/g de clorofila b.

Para el caso de las NPsCS-Mo, se atribuye que el Mo estabilizo la cantidad de pigmentos en la
célula gracias a una posible estimulacién de la nitratoreductasa, enzima encargada de la
asimilacion de nitrogeno, elemento necesario en la sintesis de proteinas y clorofilas (Yu et al.,
1999;Z. Y. Wang et al., 1999). El resto de los micronutrientes no se relacionan a algn proceso
favorable en la sintesis de pigmentos, sin embargo, una alta concentracién podria aumentar los

niveles de estrés, alterando las rutas metabdlicas y la formacién de ROS (Akeel & Jahan, 2020;

Hao et al., 2016; Shahid, 2021).

7.3.2 Contenido de fenoles totales en tallos de plantulas de meldn tratados con NPsCS-
Mi
El contenido promedio de fenoles totales en las plantulas de melén se presenta en la

Figura 10, en la que varian los rangos del contenido de fenoles segun el sistema de cultivo.
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Para el sistema de cultivo en taco (A) el rango de contenido va de 212 a 312 pugEq de fenoles
totales por gramo de tejido fresco (UgEQ/g). Para el blanco se registraron un promedio de 212.4
MgEQ/g, mientras que para el tratamiento con NPsCS fue de 275 pgEq/g de FT, mostrando un
incremento del (29.5) tras su aplicacion. Las NPsSCS-Mi también manifestaron un ligero
aumento en la sintesis de FT en comparacion al blanco, incrementando un 46.8 % tras la
aplicacion de NPsCS-Mo (311.9 pgEqg/g), un 29.1% con las NPsCS-Ni (265.3 ugEag/g), 12.5 %
con las NPsCS-Trip (238.8 ugEQ/g) y apenas un 7.1 % con las NPsCS-Co (227.5 ugEqg/qg).
Siendo las NPsCS-Mo el unico tratamiento estadisticamente diferente al blanco.

Los resultados observados en el sistema de cultivo en taco sugieren que la actividad de las
NPsCS como elicitor estd relacionada con las condiciones de luz y humedad, para poder
estimular la respuesta al estrés. Por lo que, condiciones éptimas de humedad pudieron mejoraron
la liberacion de NPsCS y los micronutrientes (Szymarnska & Winnicka, 2015b), sin rebasar los
niveles tolerables de la planta, permitiendo su neutralizacion. Sin embargo, un bajo nivel de
humedad reduce el grado de hinchamiento de las NPsCS, modificando su tasa de liberacion
(Kashyap et al., 2015).

La cantidad de fenoles totales registrada en los tratamientos desarrollados en el sistema de caja
(B) mostraron una disminucién en la mayoria de los tratamientos con respecto al blanco que
presentd un promedio de 557.3 ugEq/g mientras que el tratamiento de NPsCS se redujo hasta
216.5 pgEg/g. Por su parte, las NPSCS-Mo y NPsCS-Ni también disminuyeron la sintesis de FT
hasta 286.7 y 229.8 ugEq/g, respectivamente. En contraste el tratamiento con NPsCS-Trip logro
aumentar la cantidad de FT mostrando una media de 887.6 pgEq/g, aunque no representa una
diferencia significativa asociada a su grado de desviacion.

Para el sistema de cultivo en sustrato (C) el blanco presenté mejor respuesta al estrés oxidativo
con 3,010.7 pgEqg/g. Contrariamente, el resto de los tratamientos mostraron una disminucién en
la cantidad de FT, donde el tratamiento con NPsCS present6 2,111.1 ugEqg/g mientras que las
NPsCS-Co, NPsCS-Mo, NPsCS-Ni y NPsCS-Trip redujeron sus valores hasta 2394.5, 1829.4,
1728.1 y 2018.1 ugEqg/g. Aunque no se comprueba una diferencia significativita entre los
tratamientos, se logra apreciar un cambio aparente tras la aplicacion de NPsCS y NPsCS-Mi.
Es asi que, la respuesta observada en los sistemas de cultivo en caja y en sustrato pudo estar

relacionada a que posiblemente no se logré proveer de condiciones adecuadas para la liberacion
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de las NPsCS concentrandose en altos niveles, causando estrés excesivo en la planta, superando
la tolerancia e inhibiendo la sintesis de metabolitos.

Por su parte, el sistema por aspersion (D) muestra que el blanco presentd una menor respuesta
al estrés oxidativo segun su contenido de FT (152 pugEq/g) respecto a las NPsCS con 205.3
MgEQ/g (35 % mayor produccidn). Asi mismo, el resto de los tratamientos también presentan un
ligero aumento en los fenoles totales, siendo las NPsCS-Ni el tratamiento estadisticamente mas
efectivo con 295 HugEqg/g (94 % mas). De igual forma, los tratamientos con NPSCS-Co, NPsCS-
Mo y NPsCS-Trip superan al blanco con 186.3 ugEq/g (22% mas), 186.8 ugEag/g (23% mas) y
203.5 pgEq/g (34 % mas), respectivamente.
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Figura 10. Efecto de la aplicacion de NPsCS-Mi sobre el contenido de fenoles totales en tallos
*

de plantulas de meldn en los diferentes sistemas de cultivo: taco (A), caja Petri (B), sustrato (C),

aspersion (D). Los datos se expresan en equivalentes de &cido galico y son la media £ desviacién

estandar. *=indica diferencia significativa (Tukey; p< 0.05)

Un aumento en la concentracion de fenoles podria ser un parametro para determinar si la planta
fue sometida a estrés, asi como su respuesta ante estas condiciones. .
La aplicacién foliar mostro resultados similares entre los tratamientos atribuibles al CS y a las
condiciones de cultivo (Guo etal., 2024). Sin embargo, los tratamientos con NPsCS-Mi

muestran una disminucién en la cantidad de fenoles en comparacion al CS para la mayoria de
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los sistemas de cultivo. Sugiriendo que la adicion de metales aumenta el estrés que, sumado a
las condiciones poco favorables para la liberacion de las NPs, resulto en una disminucion de
fenoles totales por posible inhibicion de las rutas de sintesis, desviando recursos hacia la

proteccion celular y el metabolismo basal(Piasecka et al., 2015).

7.3.3 Capacidad antioxidante de los tallos en plantulas de melon tratadas con
NPsCS-Mi

Los resultados promedio de la capacidad antioxidante de los tallos en plantulas de melén
en los diferentes sistemas, se muestran en la Figura 11.
La capacidad antioxidante medida en los tratamientos desarrollados en el sistema de cultivo en
taco (A) muestra un incremento tras la aplicacion de NPsCS y NPsCS-Mi en comparacion con
el blanco. La capacidad antioxidante en el blanco es de 20.6 pg equivalente por gramo de tejido
(ugEg/g), mientras que para el tratamiento con NPsCS es de 59.5 pgEq/g. Asi mismo las
NPsCS-Ni, NPsCS-Mo y NPsCS-Trip incrementan ain mas la capacidad antioxidante de las
plantulas alcanzando hasta 95, 71.2 y 70.6 pgEq/g, respectivamente, siendo estadisticamente
diferentes al blanco. En contraste, las NPsCS-Co incrementan la capacidad antioxidante hasta
46 ugEQ/g, aunque no muestran una diferencia significativa.
En el sistema de cultivo en caja (B), se observé una disminucion en la capacidad antioxidante
tras la aplicacion de NPsCS y NPsCS-Mi, aunque esta disminucion no fue estadisticamente
significativa en comparacion con el blanco. El valor de equivalentes del tratamiento con agua
fue de 328.9 ugEg/g, mientras que para las plantulas tratadas con NPsCS fue de 216.5 ugEq/g.
De igual forma, la aplicacion de NPsCS-Mi afecto la capacidad antioxidante en los tratamientos
con NPsCS-Mo, NPsCS-Niy NPsCS-Trip fue de 286.7, 229.8 y 213.8 ugEq/g, respectivamente.
No se reportan datos de la capacidad antioxidante del tratamiento con NPsCS-Co por falta de
muestra.
Para el sistema de cultivo en sustrato (C) el blanco presentd un valor de 156.9 pgEq/g, inferior
al registrado en las plantulas tratadas con NPsCS, que mostraron una media de 220.7 pgEq/g y
las NPsCS-Co reflejaron un valor aproximado de 183.8 pgEg/g. En contraste, los tratamientos
con NPsCS-Mo, NPsCS-Ni y NPsCS-Trip mostraron una reduccion en la capacidad
antioxidante, con 136.2, 77.3 y 72.8 ugEq/g, respectivamente. No obstante, debido a las altas
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desviaciones estandar observadas, no se logré establecer una diferencia estadisticamente
significativa con respecto al blanco.

La capacidad antioxidante registrada en las plantulas en las que se aplicaron los tratamientos
por aspersion (D) mostrd una disminucion tras la aplicacion de NPsCS y NPsCS-Mi, en
comparacion con el blanco (agua). El tratamiento con NPsSCS presentd un valor promedio de
198.6 ugEq/g, significativamente menor al observado en el blanco (278.0 pgEg/g). De manera
similar, los tratamientos con NPsCS-Co, NPsSCS-Mo y NPsCS-Trip también redujeron la
capacidad antioxidante, registrando valores de 206.4, 213.2 y 229.3 ugEq/g, respectivamente.
Cabe destacar que el tratamiento con NPsCS-Ni mostro la mayor disminucion, alcanzando un
valor significativamente inferior de 183.4 ugEq/g.
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Figura 11. Efecto de la aplicaciéon de NPsCS-Mi sobre la capacidad antioxidante de tallos
plantulas de melon en los diferentes sistemas de cultivo: taco (A), caja Petri (B), sustrato (C),
por aspersion (D). *Los datos se expresan en equivalentes de acido galico y son la media +
desviacion estandar. *=indica diferencia significativa (Tukey; p< 0.05)

Aunque se observo un aumento en la cantidad de fenoles totales en ciertos tratamientos, este no

siempre se tradujo en una mayor capacidad antioxidante. Esto podria atribuirse a que no todos

los compuestos fenolicos presentes poseen actividad antioxidante directa, o bien hay diferencias
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en la calidad y funcion especifica de los fenoles sintetizados, como se ha reportado en estudios
previos (Foss et al., 2022; 2009; Wu et al., 2021).

En el sistema de cultivo en taco se podria relacionar la produccién de fenoles con un aumento
en la capacidad antioxidante, esto gracias a la aplicacion de NPsCS y NPsCS-Mi que
posiblemente promovieron la sintesis de compuestos fendlicos, asi como la de enzimas
antioxidantes y su respuesta para contrarrestar el estrés oxidativo, como mencionan algunos
autores (Hao et al., 2016; Hidangmayum & Dwivedi, 2022; Sheikhalipour et al., 2021) sobre la
estimulacion del sistema inmune y la expresion de genes. De igual manera, esta respuesta podria
estar relacionada a las condiciones de cultivo que mantuvo una mayor humedad y menor
exposicion a la luz, lo que moduld la liberacidn de las NPsCS, asi como un posible estimulo en
la planta (Szymanska & Winnicka, 2015b; Yafiez-Chavez et al., 2018).

Como se ha mencionado, una alta concentracion o acumulacion de NPsCS puede generar efectos
adversos en el metabolismo de la planta, representando un factor abiético de estrés, provocando
la inhibicion de algunas rutas metabolicas o de enzimas (Allam et al., 2024; Choudhary et al.,
2017). Se observd un patron similar de respuesta entre los sistemas de cultivo en caja y sustrato,
en los que no se logr6 mantener una humedad constante u dptima, ademas de que, las
condiciones propias del sistema mantuvieron en mayor exposicion a la semilla'y posteriormente
a la plantula. Adicionalmente, aunque no se mantiene una proporcion de la capacidad
antioxidante en relacion a la produccién de fenoles, y de que la capacidad antioxidante de las
plantulas con NPsCS-Mi fue menor al blanco en la mayoria de los tratamientos, se observan una
diferencia de la capacidad antioxidante entre los blancos de cada sistema de cultivo, lo cual
sugiere que, aun en ausencia de nanoparticulas, las plantas activaron rutas antioxidantes como
mecanismos de defensa frente al estrés causado por las condiciones del cultivo. Lo que refuerza
la idea de que la diferencia en la respuesta a cada tratamiento entre los sistemas de cultivo estaria

relacionada con las condiciones y propiedades de cada sistema.

7.3.4 Contenido de proteinas totales en tallos de plantulas de meldn tratadas con
NPsCS-Mi

La cuantificacion de proteinas totales permite evaluar el estado metab6lico general de

una planta, ya que las proteinas participan en procesos clave como la fotosintesis, defensa y

crecimiento (Bellaloui & Kassem, 2021). En este estudio, se utiliz6 la técnica de Bradford, basada
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en la unién del colorante Coomassie Blue a proteinas, lo que permite detectar cambios en su
concentracion. En la Figura 12 se muestra el contenido de proteinas totales en las plantulas de
melon donde se observa que varian segun el método de aplicacion.

Para el sistema de cultivo en taco (A) la concentracion de proteinas en agua (blanco) fue de 8.9
MgEQ/g y una ligera disminucidn con la aplicacion de NPsCS reduciéndose hasta 7.7 ugEqg/g en
promedio. Un efecto similar se observo con la aplicacion de NPsCS-Co, NPsCS-Mo y NPsCS-
Trip que redujeron su concentracion promedio de proteinas a 4.5, 8 y 7.7 pgEQ/g,
respectivamente, siendo el tratamiento con NPsCS-Co estadisticamente inferior al blanco. Por
otro lado, el tratamiento con NPsCS-Ni presentd un ligero incremento, alcanzando una media
de 9.3 ugEQ/g.

En el sistema de cultivo en sustrato (B), el desarrollo de las plantulas de mel6n mostr6 un patron
relativamente similar en la concentracién de proteinas totales para la mayoria de los
tratamientos, en comparacion con el agua. El tratamiento con NPsCS (4.0 ugEg/g) no mostro
diferencias significativas respecto al blanco (3.3 pugEqg/g), similar al comportamiento que se
observo en los tratamientos con NPsCS-Co (3.6 ugEg/g) y NPsCS-Trip (3.4 pgEg/g). No
obstante, los tratamientos con NPsCS-Mo (3.0 pgEg/g) y NPsCS-Ni (2.7 pgEqg/g) presentaron
una ligera disminucidn en la sintesis de proteinas.

Por su parte, el sistema de cultivo por aspersion (C) mostrd que la concentracion de proteinas
en el tratamiento con agua (blanco) fue de 1.2 pgEq/g, mientras que con la aplicacion de NPsCS
fue de 1.5 pgEg/g en promedio. En contraste, la aplicacion de NPsCS-Co y NPsCS-Ni
aumentaron la produccion de proteinas hasta 2 y 1.9 ugEq/g, respectivamente. El tratamiento
con NPsCS-Mo mostré resultados similares al blanco con 1.2 ugEq/g mientras que las NPsCS-
Trip fue el tratamiento menos favorecido que redujo sus valores promedio de proteina hasta 1
HUgEQ/g. A pesar de que algunos de los valores muestran aparente diferencia, no se logro refutar

una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos.
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Figura 12. Efecto de la aplicacion de NPsCS-Mi sobre el contenido de proteinas totales en tallos
de plantulas de meldn en los diferentes sistemas de cultivo: taco (A), caja Petri (B) y sustrato
(C). *Los datos se expresan en equivalentes de albumina de suero bovino (BSA) y son la media

+ desviacion estandar. *=indica diferencia significativa (Tukey; p< 0.05).

Aunque varios mecanismos de los efectos de las NPsCS en plantulas no se han estudiado, es
posible que la disminucién en el contenido proteico este asociado a un efecto toxico derivado
de la concentracion de micronutrientes, generando estrés fisiologico en las plantulas, asi como
posibles alteraciones, en sintesis, funcionalidad y acumulacion de las proteinas en la célula
(Akeel & Jahan, 2020; Hao et al., 2016; Shahid, 2021). Adicionalmente, no se descarta que
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parte de la disminucion en el contenido proteico esté relacionada con procesos de degradacion
durante el manejo de las muestras, posiblemente asociados a la actividad de proteasas o a
condiciones no 6ptimas de almacenamiento y procesamiento (Scopes, 1994; Taiz et al., 2015;
Wilson & Walker, 2010)

Por otro lado, un mayor contenido de proteinas en algunos de los tratamientos con NPsCS, en
comparacion con el blanco, podria estar relacionada con el efecto protector del quitosan frente
al estrés oxidativo (Edo et al., 2024; Hadidi et al., 2020), reduciendo la degradacion proteica,
tal como ha sido reportado por Liu et al. (2009). Este biopolimero ha demostrado actuar como
antioxidante y bioestimulante, favoreciendo tanto la integridad de las proteinas existentes como
la activacion de rutas metabdlicas que conducen a su sintesis.

La respuesta pudo verse modificada debido al efecto propio de cada micronutriente, dado que
cada micronutriente estimula o inhibe procesos metabdlicos en la planta fungiendo como
elicitor, cofactor enzimatico o estimulante (Shahid, 2021), de igual modo, el efecto de liberacion
pudo no ser controlada, liberdndose rapidamente o de manera no unioforme (R. Kumar et al.,
2022; Sidhu et al., 2025). EI tratamiento con NPsCS-Ni pudo haber actuado como cofactor
favoreciendo la actividad de enzimas asimiladoras de nitrégeno (Patra et al., 2020). También
Hu y colaboradores en 2021 reportan la funcionalidad del cobalto para la sintesis y activacion
de diversas enzimas en el desarrollo y respuesta antiestrés, lo que las NPsCS-Co pudieron haber
favorecido estos procesos, mejorando ligeramente los valores de proteina total. La cantidad
suministrada de molibdeno, en general no muestra un efecto significativo en el estado
fisioldgico de la planta, dado que no se muestra gran alteracion en la cantidad de clorofilas,
respuesta antioxidante, ni en la cantidad de proteinas, efectos similares se observan con la
aplicacion de otros elementos a concentraciones muy reducidas (lavicoli et al., 2018) los cuales
requirieron un mayor tiempo de observacion para analizar su efecto (Hosseini et al., 2013;
Shiraishi et al., 1993).
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CONCLUSIONES

Fue posible sintetizar nanoparticulas de quitosan (NPsCS) mediante gelificacion ionica con
TPP, tanto en su forma pura como complejadas con micronutrientes esenciales como: Ni, Co y
Mo, de manera individual y conjunta (NPSCS-Trip). Los rendimientos superaron el 37 %,
alcanzando hasta 45 % en el caso de las NPsCS-Trip. La caracterizacion fisicoquimica y
estructural confirm6 la incorporacion de los micronutrientes en las NPsCS-Mi, con una
eficiencia cercana al 70 % respecto a la cantidad tedrica afiadida. El tamafio de particula se
encontro entre 204-465 nm y el potencial Zeta fue superior a +30 mV, lo que indica buena
estabilidad coloidal. Ademas, los analisis téermicos (TGA y DSC) y estructurales (DRX)
mostraron que las NPSCS-Mi presentan una mayor estabilidad térmica y modificaciones en la

cristalinidad respecto a las NPsCS puras.

En la evaluacion bioldgica en semillas y plantulas de meldn, las NPsCS y en particular las
NPsCS-Ni favorecieron la germinacion y el desarrollo radicular, principalmente en condiciones
de humedad alta y baja exposicién a la luz (sistema taco). En contraste, algunas formulaciones
como las NPsCS-Trip redujeron la germinacién en sistemas de caja y sustrato, lo que sugiere

posibles efectos de toxicidad por acumulacién idnica.

Los analisis bioguimicos indicaron que las NPSCS-Mi influyen en la respuesta metabodlica de
las plantulas, aumentando la acumulacién de compuestos fendlicos, la capacidad antioxidante y
en algunos casos el contenido de proteinas (especialmente con NPsCS-Ni). Sin embargo,
también se observd una ligera disminucion en el contenido de clorofilas, principalmente

clorofila b.

En conjunto, los resultados demuestran que las NPsCS-Mi constituyen una alternativa
sustentable y eficiente para la entrega controlada de micronutrientes, al favorecer la germinacion
y estimular respuestas bioquimicas asociadas a la tolerancia al estrés. Entre los complejos
evaluados, las NPsCS-Ni mostraron el mejor desempefio, confirmando su aplicacién potencial

como bioestimulantes en la agricultura.
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TRABAJO A FUTURO

Basado en los resultados obtenidos durante la sintesis y aplicacion se recomienda lo siguiente:
1.- Optimizacidn del proceso de sintesis

Evaluar y ajustar los pardmetros de sintesis para mejorar el rendimiento, estabilidad y
homogeneidad de las nanoparticulas. Asimismo, analizar la disponibilidad y liberacién de los

micronutrientes, con el fin de asegurar una entrega eficiente a la plantula.
2.- Disefio experimental enfocado por tipo de micronutriente

Para distinguir los efectos de cada micronutriente, se sugiere aplicar tratamientos de cada uno
por separado a diferentes concentraciones; asi como de los tratamientos con micronutrientes
solos. Esto permitiria comprender mejor el efecto individual del quitosan y del micronutriente

en la plantula.
3.- Extension temporal del experimento en plantulas

Se plantea extender el tiempo de observacion del desarrollo de plantulas bajo condiciones
controladas en un sélo sistema de cultivo. Esto permitiria evaluar con mayor claridad los efectos
fisiolégicos a largo plazo de las NPsCS-Mi y descartar efectos atribuibles a la etapa de

aplicacion o al sistema de cultivo utilizado.
4.- Estudio de fitohormonas en etapas tempranas

Para comprender mejor el efecto de las NPsCS-Mi sobre la germinacion, se recomienda analizar
los niveles de fitohormonas como acido abscisico (ABA) y giberelinas (GA) durante las

primeras etapas de la germinacion.
5.- Evaluacion de marcadores de estrés y dafio celular

Dado que se observaron diferencias en las propiedades bioquimicas de las plantas, se sugiere
evaluar la actividad enzimatica relacionada con el estrés, en particular indicadores de
peroxidacion lipidica, acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y dafio a proteinas
especificas. Esto podria ayudar a explicar posibles efectos toxicos o beneficiosos segun el

tratamiento.
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