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Resumen 

El sector agrícola es un pilar fundamental en la economía del Ecuador y otros países del 

mundo, y muchas veces se ve afectado por la presencia de fitopatógenos. Por esto es 

importante el desarrollo de investigación enfocada a encontrar soluciones que permitan 

erradicar enfermedades en cultivos de interés económico. Este trabajo de investigación 

teórica se ha desarrollado con el objetivo de establecer una base que permita la 

evaluación del uso de nanopartículas de Zinc (ZnONP), como una estrategia de 

tratamiento antiviral en plantas. Para ello se ha tomado como organismos modelo a  

Cucumber mosaic virus (CMV) y Arabidopsis thaliana, por su amplio uso en 

experimentación científica. Se ha construido la base teórica requerida para la posterior 

ejecución de este proyecto, iniciando con la metodología de síntesis de ZnONP, 

mediante extractos vegetales, seguida de su caracterización y evaluación como 

potenciales agentes citotóxicos en Arabidopsis thaliana. Se ha modelado un clon 

infeccioso de CMV, capaz de expresar la proteína fluorescente verde (GFP), de modo 

que se pueda seguir su infección en Arabidopsis thaliana. Para cada fase se ha definido 

los protocolos a utilizar en un posterior trabajo experimental, y se han descrito los 

resultados que se podría tener según revisión bibliográfica. Con base en la información 

analizada, se prevé una disminución de los efectos producidos por la infección viral, tras 

la aplicación de las ZnONP, como estrategia preventiva o curativa.  

Palabras Clave 

 EFECTO ANTIVIRAL 

 VIRUS FITOPATÓGENO 

 ENSAMBLAJE GIBSON 

 FLUORESCENCIA 
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Abstract 

The agricultural sector is a fundamental pillar in the economy of Ecuador and other 

countries in the world, and is often affected by the presence of phytopathogens. 

Therefore, it is important to develop research projects, focused on finding solutions to 

eradicate diseases in crops of economic interest. This theoretical research work has 

been developed to establish a basis for the evaluation of Zinc nanoparticles (ZnONP), as 

an antiviral treatment strategy in plants. For this, Cucumber mosaic virus (CMV) and 

Arabidopsis thaliana have been taken as model organisms, due to their wide use in 

scientific experimentation. The theoretical basis required for the subsequent execution of 

this project has been developed, starting with the ZnONP synthesis methodology, using 

plant extracts, followed by their characterization and evaluation as potential cytotoxic 

agents in Arabidopsis thaliana. An infectious clone of CMV, capable of expressing green 

fluorescent protein (GFP), has been modeled so that its infection in Arabidopsis thaliana 

can be followed. For each phase, the protocols to be used in a subsequent experimental 

work have been defined, and the results that could be obtained according to a 

bibliographic review have been described. Based on the information analyzed, a 

decrease in the effects produced by the viral infection is expected, after the application 

of the ZnONP, as a preventive or curative strategy. 

Keywords: 

 ANTIVIRAL EFFECT 

 PHYTOPATOGENIC VIRUS 

 GIBSON ASSEMBLY 

 FLUORESCENCE 
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Capítulo I: Introducción 

Planteamiento del Problema 

Los virus son patógenos infecciosos conformados por información genética, 

provista por una clase específica de ácido nucleico, rodeada por una capa de proteína 

(Lodish et al., 2000). Todos los virus son parásitos obligados, que dependen de la 

maquinaria celular de sus huéspedes para su replicación; dentro del huésped son 

capaces de inducir procesos de transcripción, traducción y encapsidación, que permiten 

el movimiento del virus e infección a larga distancia (Gergerich & Dolja, 2006). Los virus 

son agentes causantes de una gran variedad de enfermedades en plantas, y son 

mayoritariamente responsables de las pérdidas en el rendimiento y calidad de los 

cultivos, en todas partes del mundo (Hipper et al., 2013). 

Las infecciones virales en plantas conllevan severas alteraciones a la fisiología 

del hospedero, debido a la modificación de procesos endógenos, lo cual provoca  una 

profunda afectación en el rendimiento de los cultivos, en relación a calidad y cantidad de 

producto (Elmer et al., 2018). El problema de las afectaciones virales y su manejo, es un 

área de investigación con gran importancia, puesto que sus consecuencias afectan a un 

amplio grupo de la sociedad, que incluye a agricultores, granjeros, mediadores, 

exportadores y consumidores (Gergerich & Dolja, 2006). Para prevenir la proliferación 

de infecciones virales en cultivos, existen metodologías profilácticas basadas en 

termoterapia y quimioterapia, que son utilizadas en cultivo de tejidos, para la producción 

de variedades resistentes. También se ha ido impulsando el mejoramiento genético y la 

creación de transgénicos para obtener plantas madre, libres o resistentes a virus (Y. 

Zhao et al., 2020). Ante la presencia de infecciones virales en un cultivo, el control de la 

propagación viral mediante el uso de químicos es difícil lograr. Las medidas que 

muchas veces los agricultores aplican en el campo, consisten en la destrucción total del 
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cultivo o la excesiva aplicación de pesticidas para limitar la presencia de vectores 

(Bonilla, 2009). Se evidencia que existen alternativas para la prevención de 

enfermedades virales, pero estas no permiten mejorar el estado de las plantas después 

de que el virus se ha establecido en un cultivo. Un problema que se presenta en 

Ecuador para la implementación de estas estrategias, es que la introducción de plantas 

modificadas genéticamente tiene un conflicto con las regulaciones del país y el criterio 

de ciertos agricultores (Quito, 2018). 

Como una alternativa para el control viral en plantas, se ha incrementado el uso 

de nanotecnología para aplicaciones antifitopatógenas. Los productos nanotecnológicos 

que han tenido mayor acogida como herramienta de gestión de enfermedades de las 

plantas, son las nanopartículas (NP), debido a su comprobada eficiencia  para la 

protección de plantas y salud vegetal (Shang et al., 2019). La acción antiviral de las NP 

se basa en una interacción con las glicoproteínas de la envoltura viral, que afectan su 

integridad estructural, o en la inhibición de rutas que son esenciales para la replicación 

del virus; además, las NP ejercen un efecto adicional, al estimular respuestas de 

defensa, como la acumulación de enzimas oxidativas, que evitan la diseminación de 

partículas virales en el sistema vascular (Kwon et al., 2010). Para la síntesis de NP, 

convencionalmente se han utilizado métodos físicos y químicos, los cuales a pesar de 

tener un alto rendimiento, presentan una serie de inconvenientes; principalmente se ha 

reportado que dichas estrategias requieren de mucho tiempo para lograr estabilidad 

térmica, presentan un alto consumo de energía, y el uso de agentes reductores genera 

problemas de contaminación ambiental (Kawasaki & Nishimura, 2006; Pal et al., 2007). 

La síntesis verde de nanopartículas es una alternativa que muestra ser más eficiente, 

simple, económica, y puede ser fácilmente escalable para realizar operaciones más 

grandes, en comparación con las alternativas mencionadas previamente (Pal et al., 
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2019). Este método se basa en el uso de materiales benignos para el medio ambiente, 

como extracto de hojas de plantas, extracto de frutas, bacterias, hongos, levaduras y 

enzimas, para la síntesis de las nanopartículas (Jain, Dalm, Kachhwaha, & Kothari, 

2009). 

Es por ello que en el presente proyecto se propone hacer una evaluación teórica 

del posible efecto inhibidor que tendrían las nanopartículas de zinc (ZnONP), obtenidas 

por síntesis verde, sobre la replicación y el movimiento intra e intercelular de Cucumber 

mosaic virus (CMV), en Arabidopsis thaliana. CMV es conocido como uno de los virus 

de plantas más generalizados, con la capacidad de infectar a más de 1200 especies de 

plantas en todo el mundo, y tiene una eficiente capacidad de transmisión dada por más 

de 80 especies de pulgones (Dubey et al., 2010). 

Justificación del Problema 

La agricultura es considerada como uno de los pilares fundamentales para la 

economía del Ecuador, puesto que esta actividad da empleo a casi un tercio de la 

población económicamente activa y representa entre un 8% a 9% del producto interno 

bruto nacional (Fiallo & Beltran, 2017; Ortiz & Carrión, 2018). Desafortunadamente, la 

producción agrícola en ocasiones se ve afectada por diversos patógenos que causan 

graves repercusiones en la cantidad y calidad de producto que se genera (Hidalgo, 

2017). En Ecuador se ha tenido reportes de diversos virus, principalmente: Bean golden 

mosaic virus (BGMV), Alfalfa mosaic virus (AMV), Potato leafroll virus (PLRV), Tomato 

Ringspot Virus (ToRSV) y Potato virus Y (PVY) (Ochoa & Insuasti, 2000; Rivera & 

Echeverría, 2017). En el caso de CMV, los reportes de infecciones virales se han dado 

mayoritariamente en cultivos de banano, representando una grave amenaza para su 

cultivo (Buitrón-Bustamante & Morillo-Velastegui, 2017). La importancia del banano en 

el Ecuador, radica en que el país es uno de los líderes exportadores de esta fruta a nivel 
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mundial;  además representa el 2% del PIB del país,  el  26  %  del  PIB  agrícola,  el  8  

%  de  las  exportaciones generales y el 27% de las exportaciones agropecuarias 

(Armendáriz et al., 2016; Dirección de Inteligencia Comercial e Inversiones, 2013). El 

impacto económico del CMV puede agravarse debido a su amplio espectro de 

hospederos, ya que se reporta su presencia en más de 1000 especies vegetales 

(Mochizuki & Ohki, 2012). Es por ello la importancia de encontrar tratamientos eficaces 

que limiten la propagación del virus y reduzcan su incidencia.  

Los virus son patógenos difíciles de controlar, principalmente porque su 

presencia se puede evidenciar solo a través de los síntomas que causan y en general 

su control mediante la aplicación de pesticidas u otros químicos, tiene una muy baja 

eficacia (Takahashi et al., 2019). Las estrategias más utilizadas para el control de virus 

incluyen la erradicación y aislamiento de plantas infectadas, e incorporar resistencia 

viral por mejoramiento genético del cultivo (Mowry, 2005). En cuanto al control mediante 

el uso de compuestos químicos, se ha demostrado que su ineficacia se debe 

principalmente a la dificultad en mantenimiento de concentraciones inhibitorias en el 

sistema (Hansen & Stace-Smith, 1989). En años recientes, se han hecho numerosas 

investigaciones en torno al potencial que tienen ciertas NP metálicas para combatir 

enfermedades virales en diversos huéspedes y se ha comprobado que las 

nanopartículas de plata y óxido de zinc interfieren en la entrada de virus a las células, a 

través de varios receptores de la membrana celular (Arruda et al., 2015; Zeedan et al., 

2020). Muchas NP han mostrado excelentes propiedades antimicrobianas, 

considerándose una solución exitosa en el control de bacterias, hongos y virus 

fitopatógenos (Pal et al., 2019). Las NP pueden ser elaboradas usando diferentes 

precursores metálicos como Plata (Ag), Oro (Au), Silicio (Si), Hierro (Fe) y Zinc (Zn), 

utilizando estrategias químicas, físicas y biológicas (Dhand et al., 2015). Sin embargo, 
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también se ha reportado efectos tóxicos ejercidos por NP en algunas especies 

vegetales, e incluso en pequeños vertebrados, invertebrados, organismos acuáticos y 

plantas (Hou et al., 2018). Se ha comprobado que las NP obtenidas mediante síntesis 

biológicas ejercen un menor grado de toxicidad y generan una menor carga de 

contaminación en comparación con las estrategias de síntesis química y biológica 

(Jadoun et al., 2021). Las ZnONP son un gran alternativa para su uso como tratamiento 

antiviral, cuya eficacia se ha descrito en trabajos previos (Abdelkhalek & Al-Askar, 2020; 

Cai et al., 2019; Farouk & Ibrahim, 2018). Sin embargo, se ha demostrado que las 

ZnONP tienen un efecto ambivalente, de toxicidad y estimulación en especies 

vegetales, lo cual depende de la concentración que se utiliza y la interacción propia del 

hospedero vegetal (Szőllősi et al., 2020). Se propone realizar la investigación tomando 

como hospedero a A. thaliana, un organismo modelo popular en biología y genética de 

plantas debido a su corto tiempo de generación en el laboratorio, su producción de 

grandes cantidades de semillas y su reproducción principalmente por autofecundación 

(Van Norman & Benfey, 2009). El trabajo de investigación empezó a ejecutarse 

experimentalmente a inicios del 2020, pero debido a la emergencia sanitaria ocurrida en 

el país, provocada por la enfermedad Covid-19, y el consecuente cierre de laboratorios, 

se optó por hacer una revisión teórica. La culminación de este trabajo sirve como una 

base de apoyo para que futuros investigadores evalúen de forma experimental la 

eficacia de las ZnONP en infecciones virales.  

Objetivos 

Objetivo General 

Realizar una evaluación teórica del efecto de nanopartículas de zinc, obtenidas 

mediante síntesis verde, en el movimiento de Cucumber mosaic virus, dentro de 

Arabidopsis thaliana. 
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Objetivos Específicos 

 Recopilar información a partir de trabajos de investigación científica, relacionados a 

la síntesis y aplicación de nanopartículas de Zinc, con fines antivirales en plantas, 

tomando especial enfoque a trabajos realizados en Cucumber mosaic virus y 

Arabidopsis thaliana.  

 Definir protocolos para la evaluación del efecto de nanopartículas de zinc en el 

movimiento de Cucumber mosaic virus en Arabidopsis thaliana. 

 Modelar un clon infeccioso de Cucumber mosaic virus que exprese de la proteína 

verde fluorescente (GFP) en su cápside. 
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Capítulo II: Marco Teórico 

Virus Fitopatógenos 

Generalidades  

Los virus de plantas son parásitos obligados, con al menos tres genes que 

codifican para las proteínas de la cápside, de movimiento y de replicación. Se han 

categorizado más de 400 especies, que se encuentran descritas en el Noveno Informe 

del Comité Internacional de Taxonomía de Virus; en el nivel más alto de clasificación de 

virus, se reconoce seis taxones principales en función de la naturaleza del genoma 

(Lefkowitz et al., 2018). La mayoría de los virus que afectan a hospederos vegetales 

tienen un ARN monocatenario de sentido positivo, que funciona directamente como 

ARN mensajero después de entrar en la célula huésped. Solo muy pocos virus 

vegetales tienen ARN monocatenario de sentido negativo, ADN monocatenario o ARN 

bicatenario (Buttner et al., 2015). Los virus fitopatógenos poseen característicos 

mecanismos de transmisión, que difieren de virus que infectan a otras especies, puesto 

que las células vegetales tienen pared celular y las plantas están cubiertas de una 

epidermis protegida con cera. La principal estrategia que los virus utilizan para entrar al 

hospedero consiste en una transmisión a través de heridas, o daño mecánico 

provocado por un vector (Takahashi et al., 2019). Cuando se encuentran dentro del 

hospedero, los virus se mueven a través de los plasmodesmos y aprovechan las 

conexiones citoplasmáticas existentes entre las células y el tejido vascular en la mayor 

parte de la planta (Navarro et al., 2019).  

Pocos virus dependen de la transmisión mecánica pasiva de una planta a otra y 

pueden transmitirse fácilmente también a través del agua y el suelo; también existen 

virus que se transmiten a través de polen y semillas  (Buttner et al., 2015). La mayoría 

de virus se trasmiten por organismos vectores, como insectos que se alimentan de 
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plantas, nematodos y hongos parásitos de las plantas (Singh et al., 2020). La naturaleza 

de los síntomas provocados por enfermedades virales se da en dependencia del virus y 

el huésped; el efecto puede variar desde severo, que es fácilmente percibido, hasta muy 

agudo, según la constitución genética de las plantas y su sistema inmune (Roossinck, 

2015). Los síntomas más evidentes son causados por una infección sistémica, en la que 

se da el aparecimiento de deformaciones y cambios en la coloración de frutos, hojas, 

tallos, raíces u otras partes de la planta. Esto conduce directamente a reducciones en el 

rendimiento de los cultivos o pérdidas de calidad o cantidad (Rybicki, 2015). Un síntoma 

que comúnmente aparece es la hiperplasia, que consiste en la proliferación anormal de 

células provocando la aparición de tumores vegetales; por otro lado existen virus 

inducen hipoplasia o disminución del crecimiento celular en las hojas de las plantas, 

provocando áreas delgadas y amarillas. Los efectos que se dan a consecuencia de la 

infección viral pueden traer graves pérdidas productivas, en el caso de cultivos 

comerciales (Buttner et al., 2015). 

Afectación agrícola en Ecuador causada por enfermedades virales 

Dentro de Ecuador, la actividad agrícola es de suma importancia para el sector 

productivo del país, pues agrupa a un gran sector de la población económicamente 

activa, y tiene una gran importancia en el PIB (Fiallo & Beltran, 2017; Ortiz & Carrión, 

2018). La riqueza agrícola del Ecuador ayuda al aseguramiento de su soberanía 

alimentaria (Yupa & Rocha, 2014). Es difícil tener un conocimiento preciso sobre la 

realidad de la incidencia de enfermedades virales en los cultivos del país, puesto que, al 

haber un porcentaje predominante de productores pequeños, estos no reportan las 

posibles enfermedades y optan por eliminar los cultivos que son afectados; también 

existen ciertas clases de virus que no provocan una afección tan grave a los cultivos, 

por lo que no se toman acciones en este caso (Quito, 2018; Rivera & Echeverría, 2017)  
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En frejol (Phaseolus vulgaris L.), los primeros reportes en datan de 1977 y 1978; 

en 1981 se reportan casos de infecciones virales a lo largo de todo el callejón 

interandino, habiendo una incidencia de hasta 100% en las provincias de Azuay, Cañar 

y Loja. Para 1994 se determinó la presencia de Bean yellow mosaic virus (BYMV) en 

Imbabura, Bean common mosaic virus (BCMV) en Azuay, Chimborazo, Imbabura y 

Cañar; y Southern bean mosaic virus (SBMV) en Loja (Rivera & Echeverría, 2017). En 

caña de azúcar (Saccharum officinarum) se ha reportado la presencia de Sugarcane 

mosaic virus (SCMV) y Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV), cuya afección puede 

agravarse debido al tipo de propagación vegetativa y el monocultivo en extensas áreas 

(Garcés & Carbo, 2013). En cultivos de tomate de árbol (Solanum betaceum) se ha 

reportado la presencia de Potato virus Y, Peruvian tomato mosaic virus, Potato virus V y 

Potato leaf roll virus (Quinto et al., 2015). 

En papaya (Carica papaya) y babaco (Vasconcellea × heilbornii), Papaya 

ringspot virus (PRV), es la principal causa de pérdidas económicas, y su manejo se 

basa en la eliminación de plantas infectadas para reducir su propagación. Existe un 

gran riesgo para el babaco, puesto que se propaga de forma asexual a través de 

esquejes, que, bajo condiciones de temperatura ambiente en zonas templadas, no 

expresan síntomas visibles, pero cuando son trasplantados a condiciones de 

invernadero, las plantas exhiben síntomas y su producción declina considerablemente 

(Quito, 2019). En naranjila (Solanum quitoense) se ha reportado la presencia de 

Tobacco virus 2 (TV2), Potato leafroll virus (PLRV), Tomato torrado virus (ToTV), en 

muestras obtenidas de cultivos en Tumbaco, provincia de Pichincha (Ramos et al., 

2020).  En el mismo estudio se identificó infecciones de Citrus tristeza virus (CTV) en 

Limón Meyer (Citrus x meyeri). En papa (Solanum tuberosum), los principales virus que 

se encuentran en Ecuador son Potato virus S (PVS) y Potato virus X (PVX), cuyos 
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síntomas en ocasiones son difíciles de detectar; se ha reportado que usualmente los 

virus causan problemas en cultivos establecidos en zonas por debajo de 3000 m sobre 

el nivel del mar, especialmente en variedades susceptibles, como la Diacol Capiro y 

cuando se tienen altas poblaciones de insectos vectores (Pumisacho & Velásquez, 

2009).  

Los principales factores que contribuyen a la propagación de enfermedades 

virales son el transporte de virus por actividades comerciales, y el cambio en la 

dinámica de los vectores. En actividades comerciales, se da un mayor riesgo cuando 

existe mayor grado de manipulación. Se incrementa el riesgo de infección por la 

dinámica de los vectores, cuando existe una menor diversidad de especies de hábitat y 

diversidad genética de hospedadores; y también con una mayor densidad de plantas 

hospedadoras (Rodelo-Urrego et al., 2013). La calidad del agua y del suelo son factores 

que se deben evaluar constantemente para asegurar una producción libre de virus. Se 

deben esterilizar por filtración todas las soluciones de nutrientes potencialmente 

contaminadas, debe evaluarse la calidad de agua circundante y soluciones que se 

propagan por sistemas de recirculación (Moorman et al., 2017). Se ha definido que las 

estrategias más valiosas en el manejo integrado de prevención viral, son: el uso de 

material de siembra esterilizada, la erradicación de vectores transmisores y de 

poblaciones de malezas que actúan como huéspedes secundarios, y la evaluación de 

posibles fuentes de contaminación, como el agua de riego (Sarwar et al., 2020). 

Cucumber mosaic virus  

Características Moleculares 

Cucumber mosaic virus es un virus de ARN positivo, perteneciente al género 

Cucumovirus, que se transmite horizontalmente por numerosas especies de pulgones, y 

a través de semilla, con grados de intensidad que dependen de los genotipos del CMV y 
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las especies de plantas hospederas (Adams et al., 2009; García-Arenal & Palukaitis, 

2008). En A. thaliana, se ha reportado tasas de transmisión de semillas que varían entre 

2 y 8% (Hily et al., 2014). Se encuentra una gran diversidad de aislados de CMV, que 

han sido clasificado en tres subgrupos: IA, IB y II. La clasificación se realiza en función 

de la similitud de sus ARN genómicos (Palukaitis & García-Arenal, 2003). 

El genoma de CMV se compone de tres ARN monocatenarios de sentido 

positivo, denominados 1, 2 y 3, que se encuentran empacados formando partículas 

icosaédricas, con un tamaño promedio de 29 nm en diámetro. Las cápsides están 

compuestas por 180 subunidades de la proteína de la cápside (CP) y en su interior 

contienen el ARN (Jacquemond, 2012). El ARN1 es monocistrónico y codifica la 

proteína 1a, que posee un dominio de metiltransferasa y un motif helicasa en la parte C-

terminal (Canto et al., 2001). El ARN2 codifica la proteína 2a, que posee el motif GDD, 

involucrado en la actividad de la ARN polimerasa dependiente de ARN; también se 

encuentra la proteína pequeña 2b, con un marco de lectura abierto (ORF) que se 

superpone con los 30 nucleótidos terminales del ORF 2a. La proteína 2b actúa 

interfiriendo las vías de silenciamiento del huésped (Ahn et al., 2010). El RNA3 es 

bicistrónico, codifica a dos proteínas,  la 3a o de movimiento del virus, y la proteína CP 

(Thompson & Tepfer, 2009). 

Tras el contacto del virus con la planta, el virus inicia su replicación en las 

células inicialmente infectadas. Posteriormente se da la migración del virus a las células 

adyacentes, a través de los plasmodesmos. La proteína 3a es la principal involucrada 

en el movimiento, porque es capaz de modificar a los plasmodesmos con el fin 

aumentar el límite tamaño del paso de moléculas y de este modo puede promover el 

tráfico del ARN viral; también se encuentra involucrada en la unión la polimerasa a ARN 
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monocatenarios, sin especificidad de secuencia (Jacquemond, 2012; Mochizuki & Ohki, 

2012). 

Afectación a cultivos 

CMV cuenta con un amplio rango de hospedadores, siendo capaz de infectar a 

más de 1,300 especies en más de 100 familias de plantas. Es capaz de provocar una 

infección sistémica en la mayoría de las plantas hospederas, que en muchos casos 

puede permanecer asintomática (Mauck et al., 2010). Los síntomas provocados por el 

virus dependen de la dinámica de interacción entre el cultivo infectado, las condiciones 

ambientales a las que se encuentra expuesto y la edad de la planta (Zitter & Murphy, 

2009). Su mecánica de infección se ha descrito principalmente en hojas de melón 

(Cucumis melo) y pepino (Cucumis sativus), en las que se presentan síntomas típicos 

de mosaico, caracterizados por la aparición de pequeñas manchas en las hojas y tallos; 

además se produce un retraso en el crecimiento de las plantas y una acentuada 

reducción en el número y calidad de frutos.  

En algunos cultivares de pepino, se observa un marchitamiento rápido y 

completo en plantas adultas, pocos días después de la infección por CMV (Kaplan et al., 

1997; Mauck et al., 2010). El calabacín (Cucurbita pepo), es una de las especies más 

afectadas, puesto que los síntomas son muy severos e incluyen mosaicos, manchas 

amarillas y distorsiones de las hojas (Yardimci et al., 2015). En especies como la sandía 

(Citrullus lanatus), se presentan efectos adversos considerables, como lesiones 

necróticas oscuras, que provocan el daño del fruto (Li et al., 2017).  

En ciertas especies, como el tomate (Solanum lycopersicum), al ser infectadas 

en una etapa temprana, se presentan lesiones locales cloróticas entre la vena 

secundaria de la hoja; además se presenta una necrosis que avanza hacia la parte 

inferior de la planta, primero en forma de áreas de hojas marrones y luego como líneas 
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marrones a lo largo de los pecíolos y tallos. Las plantas infectadas en una etapa madura 

normalmente muestran reducción del crecimiento, apariencia tupida y deformación de 

las hojas (Lecoq & Desbiez, 2012; Caciagli, 2008; Mahjabeen et al., 2012). Las 

infecciones por CMV se han podido controlar hasta cierto punto, mediante la 

implementación de variedades transgénicas, que toman información genética de plantas 

naturalmente resistentes; sin embargo debido a la creciente diversidad del virus, es 

posible que este supere al fenotipo de resistencia (García-Arenal & Palukaitis, 2008), 

por cual aún no se define una estrategia de control eficaz para CMV. 

Impacto en el sector agrícola del Ecuador 

Dentro de Ecuador, los efectos de CMV han tenido principal afectación a cultivos 

de banano, melón, sandía, tomate, pepino (Bonilla, 2009; Buitrón-Bustamante & Morillo-

Velastegui, 2017; Macías, 2018; Paredes, 2011; Silva, 2015; Soler et al., 2005). 

El impacto del CMV en el sector agrícola consiste también en la potencial 

amenaza a ciertos monocultivos de importancia en el Ecuador, puesto que su incidencia 

limita la multiplicación e intercambio de germoplasma, lo que conlleva finalmente al 

deterioro de la calidad del cultivo en las zonas productoras (James, 2011; Onofre et al., 

2018). 

Dentro del sector bananero a nivel nacional, se ha reportado una amplia 

diseminación del virus, principalmente en las provincias de Guayas, Los Ríos, El Oro y 

Manabí, representando en ocasiones una amenaza grave para el cultivo (Velastegui et 

al., 2008). El efecto que tiene CMV sobre las plantas de Banano, dependen de la cepa 

patogénica y condiciones ambientales; van en un rango variable, desde una clorosis 

aguda a rayas cloróticas severas en la lámina de la hoja (Lepcha et al., 2017). En las 

plantas infectadas ocasionalmente se observan deformaciones y rizos de las hojas; se 

ha reportado que generalmente, los síntomas son más severos cuando las 
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temperaturas caen por debajo de los 24 ° C, presentándose necrosis de las hojas 

emergentes y los tejidos internos del pseudotallo (Tripathi et al., 2016). Las frutas 

pueden mostrar síntomas de mosaico y los racimos pueden dar frutos malformados o no 

dar frutos. La muerte de la planta puede ocurrir en casos muy severos, especialmente 

cuando las plantas se infectan con una cepa severa poco después de la siembra 

(Vishnoi et al., 2013). 

Una estrategia de gran eficiencia para el control de virus, es el uso de 

variedades vegetales resistentes a virus. Los genotipos resistentes contienen genes que 

suprimen la multiplicación y propagación de un específico virus, incluso en condiciones 

ambientales que favorecen la infección (Kavanagh & Spillane, 1995). Se ha logrado 

transformar una amplia gama de especies vegetales con los genes de las proteínas de 

la cubierta de muchos virus, como una estrategia de vacuna, para obtener protección 

contra los patógenos (Ming & Moore, 2014). La desventaja de estas estrategias, es que 

se requiere de un amplio conocimiento de la dinámica viral, su ecología e interacción 

con vectores, para desarrollar e implementar modelos de predicción que sean 

confiables y permitan garantizar una intervención libre de efectos adversos. La 

intervención se puede realizar utilizando métodos químicos o biológicos, particularmente 

en la producción de invernadero (Buttner et al., 2015). 

Síntesis de Nanopartículas 

Estrategias de Síntesis 

Las nanopartículas son materiales de dimensiones nanoscópicas, dentro de un 

rango de 1 a 100 nm. Debido a su tamaño, adoptan propiedades fisicoquímicas 

excepcionales que incluyen una gran superficie específica en relación a su volumen, 

alta energía de excitación e internamiento cuántico (Monica & Cremonini, 2009). Las NP 

pueden ser metálicas o compuestas de óxido metálico, silicatos, polímeros, compuestos 
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orgánicos o carbono; además presentan diferentes morfologías como esferas, cilindros, 

láminas o tubos, que depende del tipo de medio a partir del cual se crean (Aromal & 

Philip, 2012). Las nanopartículas metálicas se pueden generar a través de varias rutas 

compuestas por estrategias físicas, químicas y biológicas, que comparten dos rutas de 

síntesis, top-down y bottom-up (Iravani et al., 2014). 

El enfoque de top-down, implica procesos en los que las nanopartículas se 

generan mediante la reducción de tamaño, a través de técnicas como trituración, 

pulverización catódica y molienda (Meyers et al., 2006). En el enfoque bottom-up, las 

nanopartículas se generan a partir de átomos o moléculas, que se ensamblan formando 

un corpúsculo, que luego se transforma en una partícula de dimensiones nanométricas 

(Thakkar et al., 2010). Entre las estrategias físicas, químicas y biológicas, se ha 

preferido la última por la evidencia de un menor grado de toxicidad que produce en el 

medio ambiente (Fakhari et al., 2019). 

Síntesis biológica mediante el uso de bacterias y otros microorganismos 

Las rutas de síntesis biológica han adquirido una mayor importancia frente a los 

métodos de síntesis física y química, para la generación de NP. El método de síntesis 

biológica implica el uso de bacterias, hongos, algas y plantas (Pal et al., 2019). Para 

llevar a cabo un protocolo de síntesis verde, se requiere de una solución de iones 

metálicos y un agente biológico reductor. Los agentes reductores, grupos funcionales, 

proteínas, y otros constituyentes y metabolitos de las células, actúan como agentes 

estabilizantes y de protección. Dichos agentes permiten simplificar la síntesis en 

comparación con los métodos físicos o químicos (Anil Kumar et al., 2007). Se han 

sintetizado NP de Ag, Au, Zn, Si, utilizando diferentes organismos pertenecientes a 

cuatro de los cinco reinos de organismos vivos; monera, protista, hongos y plantas 

(Mohanpuria et al., 2008). Sin embargo, la síntesis basada en microorganismos 
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presenta varias desventajas, entre ellas: un proceso lento, problemas de patogenicidad 

y mantenimiento de cultivos a gran escala, por lo que se ha preferido el uso de 

precursores vegetales (Korbekandi et al., 2009). 

Síntesis verde en base a agentes reductores de plantas 

Los nanomateriales sintetizados a partir de agentes reductores de plantas son 

considerados como más amigables con el medio ambiente. Se sintetizan en proceso de 

un solo paso, con mayor estabilidad, propiedades y dimensiones notables; el 

aprovechamiento de estas estrategias elimina la necesidad de alta temperatura, 

presión, pH y otras condiciones generadoras de contaminación (Ingale & Chaudhari, 

2013). 

Se han sintetizado NP de Ag, Au, Zn, Pd y Fe usando agentes reductores de plantas 

(Pal et al., 2019). Los fitocompuestos presentes en los extractos de plantas, 

especialmente polifenoles, terpenoides y polioles, han servido como agentes reductores 

de iones metálicos, y su uso ha potenciado las propiedades antimicrobianas, 

antioxidantes y catalíticas derivadas de los fitocompuestos (Savithramma et al., 2011). 

Estas propiedades, dadas por la adsorción de grupos funcionales y otras moléculas a la 

superficie de las NP, han potenciado su aplicación para la administración de fármacos, 

la industria de las enzimas, los cosméticos, la industria alimentaria y productos 

fitosanitarios (Singh et al., 2018). También se ha demostrado un menor grado de 

toxicidad para ciertas especies vegetales y animales, y su grado de estabilidad se 

considera aceptable (Hamed & Elsharkawy, 2019). 

Estabilidad y toxicidad de las nanopartículas 

La estabilidad de las NP en el medio ambiente puede evaluarse estimando su 

propensión a agregarse o interactuar con los medios circundantes. La agregación es un 

fenómeno dependiente de la carga electrostática de cada NP y la tasa de colisión entre 
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NP (Fatehah et al., 2014). Se ha determinado que la estabilidad de la suspensión está 

determinada en gran medida por el tamaño de las partículas y la afinidad hacia otros 

constituyentes ambientales (Pal et al., 2019). El uso de agentes estabilizadores 

biocompatibles, como polímeros y copolímeros biodegradables, pueden impartir una 

estabilidad notable, como se ha demostrado en la síntesis de NP de oro cubiertas con 

raíz de ginseng rojo coreano (Aromal & Philip, 2012). 

La transformación de NP es una propiedad esencial para evaluar su impacto 

ambiental o toxicidad. Como ejemplo, en NP de Ag, la sulfuración es capaz de reducir la 

toxicidad debido a la menor solubilidad del sulfuro de plata (Yang et al., 2015). Las 

principales características estructurales que determinan la toxicidad de los 

nanomateriales son el tamaño, la forma y la composición de los nanomateriales (Yu et 

al., 2014). Se especula que el grado de toxicidad puede influir en la activación de 

mecanismos inmunitarios en la planta. Al inducir un ligero estrés, la planta activa su 

sistema inmunitario y puede incrementar su eficiencia en la lucha contra un patógeno 

(Cai et al., 2019), 

Aplicación de nanopartículas de Zinc como tratamiento antiviral en plantas 

El uso NP para tratar enfermedades de las plantas y prevenir la infección con 

una amplia gama de patógenos se ha ido incrementado debido las múltiples evidencias 

que demuestran su efectividad (Bandeira et al., 2020). Sin embargo, la liberación 

inadecuada de las NP ha aumentado la probabilidad de generar contaminación al medio 

ambiente, produciendo efectos tóxicos potenciales. A pesar de los numerosos 

beneficios de las NP, muchos estudios toxicológicos han demostrado que las NP tienen 

efectos tóxicos para la salud de las plantas, animales y microorganismos y también 

presentan riesgos ambientales (Ma et al., 2015). 
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Las NP pueden interactuar directamente con proteínas, enzimas, ADN y otras 

macromoléculas en la célula. Se sabe que la exposición a NP conduce a una 

producción excesiva de ROS, función mitocondrial alterada, alteración de la 

homeostasis redox, peroxidación lipídica y daño a la membrana en diversas especies 

vegetales y animales (Sharma et al., 2012; Von Moos & Slaveykova, 2014). Tanto la 

disminución, como el aumento de las actividades de enzimas antioxidantes, han sido 

reportadas en plantas estresadas por NP, lo que sugiere que el grado y el tipo de 

respuesta varía según la especie de planta, tejidos, y el tipo, intensidad y duración del 

tratamiento con NP (Kim et al., 2012; Mukherjee et al., 2014). 

A la dosis apropiada, las NP tienen un potencial extremadamente pronunciado 

para inhibir la infección por patógenos y promover el crecimiento de las plantas. Sin 

embargo, sus mecanismos de acción son en gran medida ambiguos, especialmente los 

relacionados con el control de virus de plantas (Elmer & White, 2018; Hao et al., 2018; 

Kumaraswamy et al., 2018). Las NP, particularmente las NP metálicas, tienen un fuerte 

potencial antiviral debido a sus interacciones con las glicoproteínas de la envoltura viral 

y los receptores de glicoproteína; y se están adoptando cada vez más para tratar virus 

humanos, como la estomatitis vesicular, el herpes simple y el virus sincitial respiratorio 

(Farouk & Ibrahim, 2018; Zeedan et al., 2020). La efectividad de las NP puede estar 

directamente relacionada con su acción antiviral y su capacidad para activar 

mecanismos de defensa en las plantas. La aplicación foliar de NP es la forma más 

efectiva de colocarlas en contacto directo y rápido con el virus de la planta e inducir 

resistencia contra el patógeno (Elsharkawy et al., 2013; Yang et al., 2016). 

Entre la gran cantidad de tipos de NP, las nanopartículas de zinc, que al ser 

obtenidas por síntesis verdes se componen de óxido de zinc (ZnONP) y las 

nanopartículas de sílice (SiO2NP), han recibido considerable atención debido a sus 
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ventajas de no ser tóxicas, tener una buena biocompatibilidad con células humanas y 

ser fáciles de obtener (Sirelkhatim et al., 2015). Estudios de tratamientos con ZnONPs a 

una concentración de 100 μg/mL, en plantas de Nicotiana benthamiana infectadas con 

TMV, muestran que al aplicar las NP se da un aumento en los niveles de expresión de 

los genes PR1 y PR2, relacionados con la ruta de ácido salicílico (Cai et al., 2019). 

Estos genes se pueden expresar como proteínas para bloquear los plasmodesmos y 

prevenir aún más la replicación y distribución viral dentro de la planta. La eficacia de 

acción se debe a un efecto sinérgico en la interferencia de virus y la activación de los 

mecanismos de resistencia de la planta (Hily et al., 2014). 

Arabidopsis thaliana como organismo modelo en biología 

Caracterización de Arabidopsis thaliana. 

A. thaliana es una especie semiperenne anual con dos períodos de desarrollo 

distintos: el período de crecimiento vegetativo, que produce una roseta de hojas, y el 

período reproductivo en el que crece la inflorescencia, se producen nuevas flores 

continuamente y las flores más viejas se convierten en silicuas (Ausín et al., 2005). Es 

un organismo modelo popular en biología y genética de plantas, por ser la primera 

especie vegetal en tener su genoma secuenciado y presentar un ciclo de vida 

relativamente corto, de hasta 60 días (Boyes et al., 2001). Posee un genoma 

relativamente pequeño de aproximadamente 135 mega pares de bases (Mbp), y es una 

herramienta popular para comprender la biología molecular de muchos rasgos de la 

planta, incluido el desarrollo de flores y la detección de luz (The Arabidopsis Genome 

Initiative, 2000). La importancia de A. thaliana también se evidencia en el nicho, que 

como especia ocupa en su entorno natural. Debido a su rápida floración, 

autofecundación y amplia producción de semillas, es una especie colonizadora que 
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naturalmente se encuentra como maleza en diversas regiones con todo tipo de clima 

(Pigliucci, 2002). 

Importancia de los transportadores de Zinc en A. thaliana 

Ante la ocurrencia de infecciones virales, existe una respuesta por parte de la 

planta en la modulación de las señales de Zn y en la regulación de su transporte. Los 

efectos que puede causar la desregulación del Zn incluyen eventos celulares como 

migración, proliferación y apoptosis (Hara et al., 2017). La deficiencia de Zn provoca un 

desequilibrio de la respuesta inmunitaria de la planta y la hace más suceptible a los 

efectos adversos del patógeno (Sapkota & Knoell, 2018). Las plantas pueden detectar la 

escasez de suministro de Zn y ajustar su homeostasis en consecuencia, con la 

activación de genes pertenecientes a las familias Zip y ZnT. Cada gen transportador de 

Zn se expresa en una o más capas específicas de células de la raíz, cuya ubicación 

difiere en función de la parte de la raíz. En A. thaliana se ha identificado los marcadores 

genéticos no convencionales, subyacentes a la respuesta de deficiencia de Zn. Se ha 

identificado un grupo de cinco genes dispuestos en tándem, que codifican proteínas 

vegetales isopreniladas asociadas con metales pesados, que funcionan como 

reguladores negativos del crecimiento de las plantas inducidos por la deficiencia de Zn y 

Fe (Ochoa-Tufiño, 2018). 
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Capítulo III: Revisión Metodológica 

Protocolo para síntesis verde de nanopartículas de Zinc 

La síntesis verde de nanopartículas parte de la obtención del extracto vegetal de 

una sección específica de la planta, generalmente la hoja. La sección seleccionada se 

somete a un proceso de decocción, a una temperatura de 100°C, por un tiempo superior 

a una hora. El extracto obtenido contiene los agentes reductores y protectores, que se 

encargan de la reducción de los iones metálicos, y que permiten la síntesis de las NP.  

Se recomienda utilizar extractos obtenidos de las plantas listadas en el Anexo 1, puesto 

que se ha tenido éxito en la síntesis de ZnONP y se ha comprobado su presencia en el 

país, tras hacer una revisión en el Catálogo de Plantas Vasculares del Ecuador 

(Jørgensen & León-Yánez, 1999) y en el Libro Rojo de las Plantas Endémicas del 

Ecuador (León-Yánez et al., 2011).   

Con base en a la revisión de los protocolos descritos en los estudios listados 

dentro del Anexo 1, se ha notado que para la síntesis de ZnONP se usan dos 

principales estrategias, basadas en el método de coprecipitación. La primera consiste 

en la incubación del extracto vegetal con una sal de Zinc, como precursor, durante 3 

horas en promedio, a 70°C. La segunda estrategia sigue el mismo procedimiento pero 

adicionalmente se agrega NaOH, gota a gota, con el objetivo de ajustar el pH para 

maximizar el rendimiento de la síntesis en caso de que no se tengan óptimos resultados 

con la primera estrategia. El protocolo que se recomienda utilizar se elaboró en base a 

los estudios listados en el Anexo 1. El procedimiento se divide en las fases de 

extracción vegetal y síntesis por coprecipitación. El esquema general de este protocolo 

se presenta en la figura 1. 
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Extracción vegetal 

1. Las hojas son sumergidas en agua corriente hasta quedar libres de polvo y 

partículas contaminantes visibles; luego son sumergidas en agua desionizada 

para eliminar impurezas restantes. 

2. Se continúa con una fase de secado, en la que las hojas se colocan en un horno 

a 50 °C durante dos días. 

3. Se pesa 50 gramos de hojas y se trituran con el uso de un mortero o molino 

hasta que se tenga un fino polvo.  

4. Las hojas trituradas se colocan en 100 mL de agua desionizada, que se calienta 

hasta 100°C y se deja en cocción durante 2 horas. Posteriormente se filtra el 

contenido con papel filtro de retención media, como el Whatman® Número 1, 

que tiene un tamaño de poro de 11µm. 

Figura 1  

Esquema de síntesis verde de NP 

 

Nota. A: fase de extracción vegetal. B: fase de síntesis por co-precipitación. 
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Síntesis por co-precipitación 

1. Se preparan soluciones precursoras con Nitrato o Acetato de Zinc, de grado 

analítico, en concentraciones de 1 M. 

2. La solución precursora se mezcla con el extracto, en función de la concentración 

óptima, añadiéndola gota a gota y en constante agitación.  

3. La mezcla es incubada a 60°C por 3 horas 

4. Tras la incubación se forma un producto sólido, que se recupera por 

centrifugación a 4500 rpm, durante 15 minutos.  

5. El pellet se lava tres veces con agua destilada. 

6. El pellet se calcina a más de 700°C por 1 horas y el polvo resultante 

corresponde a las ZnONP, que pueden ser suspendidas en agua destilada para 

su caracterización y uso. 

Siguiendo la segunda estrategia de síntesis, se propone un protocolo alternativo para 

síntesis por coprecipitación, con el uso de NaOH.  

1. Se prepara una solución precursora con Nitrato o Acetato de Zinc, de grado 

analítico, en concentraciones de 1 M. 

2. Se prepara una solución de NaOH 1 M.  

3. La solución precursora se mezcla con el extracto, en función de la concentración 

óptima, añadiéndola gota a gota y en constante agitación. 

4. A la mezcla se le añade la solución de NaOH, gota a gota, para llegar a una 

concentración 0.1M en relación al volumen de la mezcla. El pH debe encontrarse 

entre 10 y 12.  

5. La mezcla es incubada a 60°C por 2 horas 

6. Tras la incubación se forma un producto sólido, que se recupera por 

centrifugación a 4500 rpm, durante 15 minutos.  
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7. El pellet se calcina a más de 700°C por 1 horas y el polvo resultante 

corresponde a las ZnONP, que pueden ser suspendidas en agua destilada para 

su caracterización y uso. 

La concentración de la sal de zinc en relación al extracto vegetal, depende del 

precursor vegetal que se utilice. Para las especies vegetales listadas en el Anexo 1, ya 

se ha definido una concentración óptima para la síntesis. Sin embargo se recomienda 

hacer un ensayo de estandarización de la concentración, con el objetivo de obtener el 

mayor rendimiento de ZnONP, considerando también que presenten un diámetro 

promedio superior a 50 nm.  

Ensayo de estandarización de concentración 

Para el ensayo de estandarización se prueban 3 concentraciones para síntesis, 

a 0.5 M, 0.3 M y 0.1 M, considerando como soluto al Acetato o Nitrato de Zinc y 

disolvente al extracto vegetal. Para cada concentración se sintetizan tres réplicas. Los 

resultados se evalúan en función de los análisis de caracterización descritos 

posteriormente. También se evalúa el porcentaje de rendimiento de ZnONP, que se 

calcula con la fórmula 1 (Bala et al., 2014). 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜(%) =
𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑟𝑒𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑍𝑛𝑁𝑃

𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒 𝑍𝑛𝑁𝑃
. 100                        (1) 

La masa real de las ZnONP se obtiene pesando el polvo resultante de la 

síntesis, en una balanza analítica. La masa teórica se obtiene calculando la masa de 

ZnO que se tiene en la solución según su molaridad.  

Caracterización de nanopartículas de Zinc  

Las características físico-químicas de las nanopartículas se evalúan mediante 

espectroscopía de UV-Vis, microscopía electrónica de transmisión (TEM), microscopía 

electrónica de barrido (SEM), espectroscopía infrarroja por transformada de fourier 

(FTIR) y difractometría infrarroja de rayos X (XRD). Esta serie de análisis se llevan a 
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cabo con el objetivo de predecir el comportamiento de las nanopartículas y garantizar su 

seguridad y eficacia (Zhang et al., 2016). Un resumen de las técnicas experimentales 

requeridas para la caracterización de ZnONP se muestra en la tabla 1.  

Tabla 1 

Técnicas experimentales para caracterización de ZnONP 

Técnica Información Obtenida 

UV-Vis Pico de absorbancia, Estabilidad 

TEM Tamaño, Estructura 

SEM Morfología de la Superficie 

FTIR Composición, Grupos Funcionales 

XRD Estructura Cristalina 

 

UV-Vis 

El primer ensayo que se realiza es la caracterización primaria por UV-Vis, puesto 

que permite evidenciar la formación de las ZnONP, según el pico de resonancia de 

plasmones superficiales (SPR). El SPR es un indicador dependiente del tamaño, forma, 

cristalinidad y naturaleza química de las NP. El SPR viene dado por la interacción entre 

los átomos de la superficie de las NP con los átomos del interior, que produce ondas 

electromagnéticas características para cada tipo de NP y que se evidencia por el 

máximo de absorción en el espectro, que para el caso de las ZnONP se encuentra entre 

289 a 385 nm. Además se utiliza para evaluar la estabilidad de las NP sintetizadas, 

haciendo una medición periódicamente y comprobando que el SPR se mantiene 

inalterado (Akintelu & Folorunso, 2020).  

El protocolo a seguir es el siguiente, diseñado en base a los estudios de (Ahmed et 

al., 2017; Amaguaña, 2018; Jamdagni et al., 2018; Rahaiee et al., 2020): 
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1. El nanopolvo resultante de la síntesis se resuspende en un volumen equivalente 

de agua desionizada estéril. Se requiere formar una suspensión homogénea, 

para lo cual se sugiere someter a sonicación la mezcla durante 5 minutos. 

2. La solución resultante se coloca en cubetas de cuarzo y se realiza el escaneo en 

un Espectrofotómetro UV-Vis, usando agua desionizada estéril como blanco.  

3. El ensayo de UV-Vis se realiza haciendo un barrido en el rango de 200 a 500 

nm, con resolución de 1 nm. 

4. La absorción se calcula con la fórmula (2), en base a la transmitancia T, y se 

expresa en unidades de absorbancia. 

𝐴 = 2 − log(%𝑇)   𝑎𝑢                                                  (2)                                           

5. Los valores de absorción son graficados con el uso de softwares como 

OriginPro8. 

6. Para determinar la estabilidad de las ZnONP, se mide el SPR en los períodos de 

1, 24, 48, 72, 144 y 336 horas después de la síntesis. 

Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

La aplicación de TEM se basa en la formación de una imagen por la interacción 

de la muestra de NP con un haz de electrones que pueden ser transmitidos o 

dispersados. La imagen es magnificada y su resolución es mejorada por la serie de 

filtros con los que cuenta el microscopio (Goodhew et al., 2001). El uso de TEM permite 

determinar las propiedades morfológicas de las NP, especialmente la forma y la 

distribución de tamaños de las NP (Hondow et al., 2012).  

El protocolo a seguir para el análisis de TEM es el siguiente, sugerido en base a 

los estudios de (Ifeanyichukwu et al., 2020; Tailor et al., 2019a; Woehrle et al., 2006). 

1. Para el análisis, se prepara la muestra haciendo una solución de NP con 

metanol en una proporción 1:2 m/v. La mezcla se homogeneiza mediante 

sonicación. 
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2. Se deposita una gota de solución coloide (50-100 µL) en una malla número 400 

recubierta con carbón amorfo y se evapora el solvente a temperatura ambiente. 

3. El ensayo se realiza con un voltaje de aceleración de 20-200 kV, con lentes de 

70 µm y una resolución de punto a punto de 2.0 Å.  

4. Se toman imágenes de la muestra a tres amplificaciones: 100, 430 y 580 K. 

5. Las imágenes obtenidas con TEM se analizan con el software NIH-ImageJ ®, 

para la determinación estadística del tamaño de partícula. 

Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

La evaluación por SEM permite estudiar la morfología microestructural de las NP. 

Esta técnica de microscopía utiliza un haz de electrones de alta energía que al 

interactuar con la superficie de las NP, genera una variedad de señales que son 

captadas por los sensores y permite obtener información sobre la morfología externa, 

composición química, estructura cristalina y orientación de los materiales (Zhou & 

Wang, 2007). El protocolo a seguir para la observación por SEM es el siguiente basado 

en los estudios de (Hodoroaba & Rades, S, 2016; Mahamuni et al., 2019; Naseer et al., 

2020; Tailor et al., 2019b; Vishwakarma, 2013). 

1. Las ZnONP son suspendidas en metanol a una concentración de 1mg/20mL.  

2. Una gota (50 µL) de la solución acuosa se coloca en una malla recubierta con 

carbón y se seca con una lámpara de mercurio durante un tiempo aproximado 

de 5 minutos. La malla con la solución se recubre con materiales conductores 

como platino, oro,  o aleación oro-paladio, que facilitan la toma de imágenes 

mediante SEM. 

3. Se ubica la muestra en el microscopio electrónico de barrido y se realizan las 

mediciones morfológicas en un rango de 0.1 nm a 10000 nm, con un haz de 

energía de 30 keV a 50 eV y una resolución de 1-1.4 nm a 1kV.  
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4. Para la obtención de las imágenes se enfoca en un punto donde se observa una 

aglomeración de puntos blancos brillantes, correspondientes a las ZnONP. La 

muestra es analizada a diferentes niveles de resolución y magnificación que 

permitan determinar la forma y tamaño de las ZnONP. 

5. Los datos son analizados con el software Origin o similares.  

Difracción de Rayos X (XRD) 

El ensayo de XRD se realiza con el objetivo de conocer la naturaleza cristalina de 

las NP,  la morfología de su superficie y la pureza de la muestra. La información 

obtenida por XRD complementa a las imágenes de SEM y TEM, permitiendo hacer una 

correlación con los datos de microscopía para determinar si las observaciones 

realizadas en un número limitado de partículas, son representativas de toda la muestra 

(Holder & Schaak, 2019). El protocolo para el ensayo de XRD se establece en base a 

los estudios de (Kiran Kumar et al., 2019; Mahamuni et al., 2019; Naseer et al., 2020; 

Ogunyemi et al., 2019; Talam et al., 2012). 

1. Se deposita las ZnONP en polvo sobre un portaobjetos de acrílico o vidrio. Se 

aplica una pequeña cantidad de propanol (100µL) sobre el portaobjetos y se deja 

secar, con el objetivo de fijar la muestra. 

2. El portaobjetos se coloca en el difractómetro de rayos X. 

3. El ensayo se realiza con con un detector a un voltaje de 40 kV, una densidad de 

corriente de 30 a 40 mA, con radiación Cukα.  

4. El escaneo se hace dentro de un rango de valor 2𝜃 de 10° a 90° con una 

velocidad de escaneo de 6°/min a 8°/min. 

5. El tamaño de las partículas se obtiene con la fórmula (3) de Debye-Scherrer, que 

representa cuantitativamente la ampliación de un pico en un ángulo de difracción 

particular.  
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𝐷𝑝 =
𝜅 . 𝜆

𝛽 . cos 𝜃
                                                          (3) 

Donde: 

Dp: tamaño del dominio cristalino 

𝜅: Constante de Scherrer, con un valor típico de 0.9. 

 𝜆: Longitud de onda de los rayos X, que para Cukα es 1.5406 Å. 

𝛽: Ancho del pico a la mitad de su altura 

𝜃: Ángulo de difracción en radianes 

Espectroscopia  Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) 

El análisis de Espectroscopia  Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) se 

realiza para la detección de los grupos funcionales encontrados en la superficie de las 

NP, lo cual permite identificar los diversos constituyentes fitoquímicos involucrados en la 

reducción y estabilización de las NP(Abraham et al., 2020).  El siguiente protocolo se 

formuló en base a los estudios de (Barzinjy & Azeez, 2020; Campos Tapia, 2013; 

Northern Illinois University, 2007). 

1. Se inicia con la preparación de la muestra, para lo cual las ZnONP son 

dispersadas en Bromuro de Potasio (KBr), en una proporción de 1 a 2% 

m(ZnONP)/m(KBr). 

2. La mezcla se somete a liofilización durante 12 horas, para posteriormente moler 

el liofilizado y el polvo resultante es comprimido hasta formar un disco traslúcido.   

3. El disco se coloca en un espectrofotómetro de FTIR, con KBr como blanco. Se 

obtiene la transmitancia con una resolución de 4cm-1, en un rango de 4000-400 

cm-1. 

4. Las imágenes son analizadas con el software OMNIC® o similares.  
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Establecimiento de cultivos de A. thaliana 

Se comienza por preparar el sustrato, para lo cual se hace una mezcla de turba 

comercial con arena de río en una proporción 5:12, respectivamente. Es recomendable 

que la arena de río contenga pequeñas piedras que le otorguen porosidad al suelo. El 

proceso de preparación del sustrato sigue los siguientes pasos: 

1. La arena de río se lava 5 veces con agua corriente. Para el lavado se requiere 

de una bandeja y un cernidero. En el primer lavado se coloca la arena en el 

cernidero y se hace pasar agua para que la arena fina caiga en la bandeja. Al 

mismo tiempo se friega la arena en el cernidero, tratando de separar piedras u 

objetos de gran tamaño y las piedras de menor tamaño se colocan en la 

bandeja. Después de realizar este proceso se deja reposar la arena que se 

encuentra en la bandeja durante 30 minutos, y se desecha el agua 

sobrenadante. Para los siguientes lavados, se vierte agua en la bandeja con 

arena hasta llenarla unos ¾ de su capacidad; se revuelve la mezcla durante 10 

minutos y se deja reposar durante 30 minutos para posteriormente eliminar el 

agua sobrenadante.  

2. Se hacen dos lavados adicionales con agua destilada, como se describe 

previamente. 

3. La arena lavada se deja secar por un día a temperatura ambiente. 

4. Cuando la arena se encuentra libre de humedad, se la mezcla con turba en la 

proporción mencionada previamente. 

5. La mezcla se coloca en una funda plástica resistente a autoclave; se recubre 

con una funda adicional por seguridad y se lleva a autoclave durante 15 min a 

121°c y 1 atm. 
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6. La mezcla se deja enfriar y se encuentra lista para ser utilizada en el proceso de 

siembra.  

Previo a la siembra, primero se deben preparar vasos de 2 onzas con el sustrato. Se 

inicia por hacer 6 huecos en la base de los vasos y luego se llenan con la mezcla de 

tierra. Se etiquetan los vasos en la parte lateral y se colocan en una bandeja. Se vierte 

agua destilada hasta cubrir la base de los vasos. Para el proceso de siembra, se sigue 

el siguiente protocolo. 

1. Las semillas de A. thaliana se dispersan en una caja Petri desinfectada con 

alcohol.  

2. Se toma cada semilla con un palillo de dientes o aguja de siembra y se colocan 

en el sustrato, disponiéndolas de forma circular desde la parte externa hacia la 

interna. Es recomendable colocar 6 semillas por vaso.  

3. Los vasos se recubren con film plástico, tomando en cuenta que el film no esté 

en contacto con el sustrato, puesto que las semillas se pueden pegar al film.  

4. Se recubre la bandeja con papel aluminio y se la deja en refrigeración a 4°C 

durante 4 días.  

5. La bandeja se saca de refrigeración, se vuelve a llenar con agua destilada y se 

la lleva a la cámara de crecimiento, que tiene una temperatura de 21-23°C y un 

fotoperíodo de 8 horas luz, 16 horas oscuridad.  

6. Después de 3 días, cuando se empieza a evidenciar que hay germinación, se 

retira el film plástico que recubre los vasos. Se riega las plantas en crecimiento 

cada dos días, alternando entre agua destilada y solución Hoagland.  

Análisis de citotoxicidad de las nanopartículas en A. thaliana 

Antes de evaluar el efecto antiviral de las ZnONP en A. thaliana, es pertinente 

considerar que las ZnONP pueden ejercer citotoxicidad en las plantas, llegando incluso 
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a provocar su muerte. Se ha determinado que la toxicidad ejercida por las NP sobre las 

plantas, se da principalmente por la concentración y tamaño de las NP. Es por ello que, 

como primer ensayo, se debe evaluar el grado de toxicidad que puedan ejercer las 

ZnONP en A. thaliana, por lo que se propone realizar un análisis de viabilidad celular, 

un ensayo cometa y la evaluación de los efectos fisiológicos producidos en la planta. 

Para este ensayo las plantas se someten a concentraciones de ZnONP de 10, 100 y 

1000 µg/mL, como se ha sugerido en estudios previos (Demir et al., 2013; Wang et al., 

2016). En base a las conclusiones establecidas por (Hou et al., 2018; Wang et al., 

2016), las ZnONP a utilizarse en este ensayo deben tener un tamaño promedio superior 

a 50 nm. Para este ensayo se considera como unidad experimental a cada planta de A. 

thaliana. Cada tratamiento se aplica en triplicado. El diseño experimental propuesto 

para este ensayo se esquematiza en la tabla 2.  

Tabla 2 

Diseño experimental para la evaluación de citoxicidad en A. thaliana 

Unidad 

Experimental 

Concentración 

10 µg/mL 100 µg/mL 1000 µg/mL Control (+) Control (-) 

Plantas de A. 

thaliana 

3 plantas 3 plantas 3 plantas 3 plantas 3 plantas 

 

Se utiliza agua destilada como control negativo y Metanosulfonato de etilo (EMS) 

como control positivo. Las plantas se hacen crecer hasta una edad de 4 semanas, es 

ahí cuando se empieza a hacer los tratamientos, aplicando 50 mL de las suspensiones 

y controles cada 2 días, por 18 días (Lee et al., 2010).  

La evaluación estadística para los resultados de cada parámetro de toxicidad, se realiza 

mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.  
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Viabilidad celular 

El análisis de viabilidad celular se realiza mediante una prueba basada en tinción 

fluorescente. Se utiliza el kit para ensayo de viabilidad celular en planta, disponible de la 

marca SigmaTM. Este kit emplea una metodología de tinción diferencial utilizando 

Diacetato de Fluoresceína (DAF) y Yoduro de propidio (PI). Se puede distinguir a las 

células viables y no viables según su coloración verde o naranja respectivamente, 

mediante observación en microscopio de fluorescencia.  El procedimiento se sigue 

como se establece en el manual del kit.  

1. Se prepara la solución de tinción 10X mezclando 1 µL de DAF y 1 µL de PI con 

98 µL de agua o PBS de pH 7.4 

2. Se recolecta las hojas de las plantas y se sumergen completamente en la 

solución de tinción diluida a 1X. 

3. Las muestras son incubadas a temperatura ambiente por 2 minutos.  

4. Los tejidos teñidos se colocan en un portaobjetos y son observados en un 

microscopio de fluorescencia utilizando un filtro FITC para DAF y un filtro TRITC 

para PI (Jones & Senft, 1985).  La longitud de onda que se utiliza para la 

excitación de DAF es 488nm y para PI 543 nm, mientras que la emisión es 505-

530 nm y 585 nm, respectivamente (Demir et al., 2013; Koyama et al., 2001).  

5. La viabilidad celular se estima mediante la comparación del número de células 

viables, con fluorescencia verde, y no viables, con fluorescencia roja.  

La estimación de viabilidad celular se puede hacer también con un método basado 

en Azul de tripano. A continuación se describe el protocolo establecido por (Fernández-

Bautista et al., 2016), para la tinción de muestras provenientes de A. thaliana.  

1. Se prepara el Azul de tripano, iniciando con una solución 1:1:1:1 de Ácido láctico 

(85% w/w), Fenol, Glicerol (99%) y Agua destilada. A esta mezcla se le añade 

Azul de Tripano a una concentración final de 10 mg/mL.  
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2. Se recolectan las hojas de la planta y se hace tres lavados con agua destilada. 

3. Las hojas se sumergen en un volumen de Azul de tripano que las cubra 

completamente.  

4. Se incuban a temperatura ambiente por una hora. 

5. Las hojas se retiran de la solución y se sumergen en etanol al 99%. El recipiente 

que las contiene se cubre con parafilm y se deja reposar por 10 horas.  

6. Tras haber dejado en reposo, las hojas se lavan con etanol hasta que se 

encuentren completamente libres de coloración verde.  

7. Las hojas se cubren con glicerol al 60% y se transfieren a un portaobjetos para 

su visualización en microscopio óptico.  

8. Para estimar la viabilidad celular se hace una comparación con el software 

Image J, del área teñida y no teñida, correspondiente a la porción no viable y 

viable, respectivamente.    

Figura 2 

Estimación de viabilidad celular 

 

Nota. A: Técnica basa en tinción fluorescente. B: Tinción con azul de tripano. Gráfico 

creado en biorender.com.  



52 
 

Ensayo cometa 

El ensayo cometa o electroforesis en gel de única célula, permite determinar el 

grado de afectación que presenta el ADN de una planta, al ser expuesta a materiales 

citotóxicos. Para el ensayo cometa se requiere aislar el núcleo de las células de los 

meristemos apicales de las raíces o de las hojas y se corre una electroforesis de cada 

núcleo. El grado de afectación se mide en base a la longitud de migración del ADN (Hou 

et al., 2018; Lee et al., 2010; Olive & Banáth, 2006). El protocolo a seguir se basa en los 

estudios de (Bilichak et al., 2014; Demir et al., 2013; Menke et al., 2001).   

1.  En 20 mg de tejido cortado finamente se coloca 1 mL de buffer Tris-MgCl2, 

compuesto por Tris 0.2 M pH 7.5,  MgCl2 4 mM y Triton X-100 0.5% w/v.  

2. Se mantiene el tejido sumergido en el buffer durante 30 minutos.  

3. El buffer Tris-MgCl2 se hace pasar a través de un filtro de 60 µm y 

posteriormente se centrifuga a 200 g por 5 minutos, en frío.  

4. El pellet se resuspende en 200 µL de buffer Tris-MgCl2, obteniendo así la 

suspensión nuclear que se almacena a 4°C. 

5. En un portaobjetos se coloca agarosa de fusión normal (AFN) al 1% y se deja 

secar a 60°C, hasta por 1 hora.  

6. Se mezcla 100 µL de la suspensión nuclear con un volumen igual de agarosa de 

fusión baja (AFB) 1% a 42°C, disuelta en buffer fosfato salino (PBS). 

7. Sobre la capa de AFN se coloca 60 µL de la suspensión nuclear con AFB y se 

coloca un cubreobjetos; se deja secar en hielo hasta que se solidifique la 

mezcla.  

8. Se quita el cubreobjetos y se coloca 100 µL de AFB al 8% en PBS; se coloca 

nuevamente el cubreobjetos y se deja solidificar en hielo. 

9. Nuevamente se quita el cubreobjetos y las placas se colocan en buffer de 

desenredo, compuesto por  EDTA 5mM y NaOH 0.3 M, durante 10 minutos. 



53 
 

10. Las placas se llevan a una cámara de electroforesis con buffer Tris-Borato EDTA 

(TBE) 1X y se corre la electroforesis a 25 V, 300 mA, por 30 minutos. Como 

precaución el ensayo se realiza en frío y a luz baja para evitar el daño del ADN.  

11. Al finalizar la electroforesis las placas se sumergen en una solución de Tris 

buffer, 400 mM, pH 7.5, con EtBr a 60 µg/mL, por 10 minutos. Este proceso se 

repite 3 veces con intervalos de 5 minutos.  

12. El análisis de daño celular se realiza mediante procesamiento de imágenes 

obtenidas con el microscopio de fluorescencia. Se determina la distancia de 

desplazamiento de ADN y se compara con el control para calcular el porcentaje 

de daño. 

Figura 3 

Protocolo de ensayo cometa 

 

Nota. A: Extracción de núcleos celulares. B: Preparación de láminas y electroforesis para 

observación de resultados. Gráfico creado en biorender.com.  
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Efectos fisiológicos 

Después de haber aplicado las NP por el tiempo establecido, para evaluar los 

efectos fisiológicos que se pudieron presentar en la planta, se evalúan tres indicadores 

de toxicidad: elongación de las raíces, número de hojas y porcentaje de supervivencia.  

Elongación de raíces. 

La medición de elongación de raíces se determina extrayendo las plantas del 

sustrato donde se desarrollaron. Se mide la longitud de la raíz primaria, desde el cuello 

hasta el final de la raíz, utilizando un pie de rey. El porcentaje de inhibición (3) se 

calcula como la diferencia entre la longitud promedio de las raíces del control negativo 

menos la longitud promedio de las la raíces de estudio, dividido para la longitud 

promedio de las raíces de control negativo (Lee et al., 2010).  

%𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐿𝑅𝑎í𝑧 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐿𝑅𝑎í𝑧 𝑡𝑒𝑠𝑡 

𝐿𝑅𝑎í𝑧 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
                                      (5) 

Número de hojas. 

Para cada planta se cuenta el número de hojas y se compara con las de los 

grupos control, positivo y negativo. Del conteo se realiza una prueba de t para 

establecer diferencias significativas entre los grupos control y test. 

Porcentaje de supervivencia. 

Se establece un porcentaje de supervivencia, indicando el número de hojas que 

evidencian marchitez y haciendo una comparación con el número de hojas sanas, de 

cada tratamiento. 

Construcción de CMV recombinante para la expresión de GFP 

Se describe el proceso para la construcción de clones infecciosos de CMV que 

expresen GFP en su cápside, de modo que se pueda seguir la infección en A. thaliana 

mediante visualización por microscopia fluorescente. La construcción se realiza 

tomando en consideración a las tecnologías de Gibson Assembly y HiFi Assembly para 
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el ensamblaje. Para el diseño de los plásmidos se utilizan el software SnapGene®. Se 

considera el uso de las secuencias de CMV raza Fny (Fny-CMV), cuyos segmentos 

tienen los números de accesión de GenBank: NC_002034,  NC_002035, NC_001440, 

para ARN1, ARN2 y ARN3, respectivamente. En base a los estudios realizados por 

(Krenz et al., 2015), se propone hacer cinco constructos, en los que también se 

interviene el gen 2a de la ARN polimerasa dependiente de ARN, descritos en la tabla 3. 

La representación de cada constructo se muestra en la figura 4. 

Tabla 3 

Constructos para la inserción de GFP 

Constructo Descripción 

C1 Sección 2b completa fusionada in-frame con GFP. 

C2 GFP se coloca en la posición donde termina 2a, en fusión in-frame con 

la sección 2b truncada.  

C3 GFP sustituye a la sección 2b, dejando a la sección 2a truncada. GFP 

se coloca en el ORF correspondiente a 2b. 

C4 Sección 2a en su parte terminal fusionada in-frame con GFP. La sección 

2b queda truncada manteniendo un tercio de su longitud.  

C5 El ORF de GFP se coloca en la posición de C3, en fusión in-frame con 

la sección 2a.  

Figura 4 

Esquematización de los constructos de ARN2 con eGFP 
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Obtención de segmentos para los constructos 

Se inicia con la extracción de los cDNA correspondientes a los segmentos ARN 

1, 2 y 3, de Fny-CMV, que se encuentran en plásmidos. Entre los plásmidos 

generalmente utilizados para distribuir los cDNA de CMV, se encuentra pCass, pGEM, 

pUC18, pSNU1, pFNY (Aragonés, 2014; Chen et al., 2011; Ding et al., 1995; Kang et 

al., 2012; Rizzo & Palukaitis, 1990). Se propone utilizar la proteína enhanched Green 

Fluorescent Protein (eGFP), para el seguimiento de la infección viral.  Esta proteína se 

puede extraer a partir del plásmido pEGFP del proveedor Clontech y su secuencia se 

asemeja a la encontrada en el número de accesión de GenBank LC008492.1. El 

backbone a utilizar para el ensamblaje es pGreen, figura 5, que ha sido utilizado en 

varios estudios para la infección de CMV y otros virus por A. tumefaciens (Aragonés, 

2014; Fujiki et al., 2008; Lewsey et al., 2010; Tuo et al., 2017; Yan, 2018). pGreen es un 

vector binario diseñado para una replicación estable, con un alto número de copias, en 

E. coli y A. tumefaciens, al complementarse con un segundo vector de ayuda, llamado 

pSoup, presentado en el Anexo 2 (Hellens et al., 2000).  

Figura 5 

Plásmido pGreen 
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Debido a que los segmentos de ARN, eGFP y el vector pGreen se encuentran 

dentro de E. coli, se requiere llevar a cabo un proceso de extracción de los plásmidos, 

para la obtención de cada una de las partes que servirán de base para el ensamblaje. 

Para la extracción de plásmidos se utiliza el kit de purificación de ADN plasmídico HQ 

Mini PureLink® de InvitrogenTM. El proceso de extracción se realiza en base al siguiente 

protocolo.  

1. Se inicia preparando el lisado bacteriano, para lo cual, en un tubo de 

microcentrifuga se coloca 3 mL de cultivo con OD 1.0, y se centrifuga a 1500 g 

por 15 minutos.  

2. El pellet se resuspende en 240 µL de solución de resuspensión que contiene 

RNAsas. 

3. Se añade 240 µL de buffer de lisis, se mezcla cuidadosamente por inversión y se 

incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente.  

4. Se añade 340 µL de buffer de neutralización y unión. El contenido se mezcla 

cuidadosamente por inversión, se centrifuga durante 10 minutos a máxima 

velocidad y se recupera el sobrenadante.  

5. Tras obtener el lisado celular, el sobrenadante se transfiere a una columna de 

purificación PureLink® provista por el kit. La columna se coloca en un tubo para 

recolección, de 2 mL y se somete a centrifugación durante 1 minuto a 14000 g.  

6. Sobre la columna se añade 650 µL del buffer de lavado y se centrifuga durante 1 

minuto a 14000 g.  

7. Se descarta el contenido del tubo recolector y se hace una nueva centrifugación 

a 14000 g por 3 minutos.  

8. La columna de purificación se coloca en un tubo de 1.7 mL para la elución del 

ADN plasmídico.  
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9. Se añade entre 50 a 100 µL de buffer de elución, en dependencia de la 

concentración de ADN esperada, como se indica en el kit.  

10. La columna se incuba a temperatura ambiente y se centrifuga a máxima 

velocidad por 1 minuto. Se vuelve a centrifugar con las mismas condiciones y se 

tiene el ADN plasmídico purificado disuelto en buffer de elución.  

Tras tener los plásmidos extraídos, se procede con una etapa de linealización 

utilizando las enzimas de restricción apropiadas según el plásmido en el que se 

encuentre insertado cada cDNA del virus. Los cDNA linealizados servirán como base 

para construir los segmentos requeridos en los ensamblajes Gibson y HiFi. Para cada 

cDNA se hace una amplificación por PCR con primers que tienen un sobrelapamiento 

cuya secuencia depende de las condiciones correspondientes a cada ensamblaje.  

Los amplicones de cDNA obtenidos por PCR se purifican a partir del gel donde se 

corrió la electroforesis. Para todos los procesos que involucren la purificación de 

productos de PCR se recomienda el uso del kit combinado de purificación de PCR y 

extracción de gel PureLink® de la marca InvitrogenTM.  El protocolo se detalla a 

continuación, de acuerdo a las especificaciones del kit. 

1. Se inicia cortando la sección del gel donde se encuentra el producto de PCR y 

se pesa hasta 400 mg de gel.  

2. La sección se coloca en un tubo para microcentrífuga de 1.7 mL y se añade 3 

volúmenes de buffer de solubilización de gel, por cada volumen de gel. 

3. La mezcla se incuba a 50°C por 10 minutos y al finalizar se añade un volumen 

de isopropanol.  

4. El gel disuelto se transfiere a una columna PureLink, provista en el kit, y se 

centrifuga a más de 10000 g por 1 minuto.  
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5. La columna se coloca sobre un tubo de lavado y se añade 600 µL de buffer de 

lavado (W1).  

6. Se centrifuga a más de 10000 g por 1 minuto y se desecha el contenido del tubo 

de lavado. Nuevamente se centrifuga, a máxima velocidad, durante 3 minutos.  

7. La columna se transfiere a un tubo de elución y se añade 50 µL de buffer de 

elución.  

8. Tras dejar incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto, se centrifuga a 10 

000 g por 1 minuto. Se descarta la columna PureLink y el tubo de elución que 

contiene el producto purificado se almacena a 4°C.  

Ensamblaje Gibson 

El ensamblaje de Gibson permite la unión por recombinación de grandes 

segmentos obtenidos por PCR, tras el uso de una  T5 exonucleasa, ADN polimerasa y 

ADN ligasa. El éxito del ensamblaje se da también por el aprovechamiento de la 

homología entre los sobrelapamientos de los segmentos amplificados (Gibson et al., 

2009).  Los segmentos utilizados para el ensamblaje de Gibson se obtienen como 

productos de PCR, en los que se utiliza primers con sobrelapamiento, que en este 

estudio son diseñados con el software Snapgene®. La esquematización del proceso de 

construcción de cada plásmido se adjunta en el Anexo 3. Se inicia con la construcción 

del plásmido para ARN1, para lo cual se ensambla el cDNA de ARN1 con el plásmido 

pGreen. El ARN1 se inserta dentro de la región MCS del plásmido, entre la posición 781 

y 877. Los primers requeridos para la amplificación del segmento ARN1 y el vector se 

muestran en la tabla 4. En la figura 6, se muestra el plásmido construido. 
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Tabla 4 

Primers para ensamblaje del segmento ARN1 

Primer Secuencia Tm [°C] %GC 

ARN1_FW_GB GGAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAA

AGCTGGAGCTCCGTTTATTTACAAGAGC

GTACGGTTCAATCC 

72 44 

ARN1_RV_GB AGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGG

GCGAATTGGGTATGGTCTCCTTTTAGAG

ACCCCC 

71 45 

pGreen_FW_GB GGAGCTCCAGCTTTTGTTCC 58 55 

pGreen_RV_GB TACCCAATTCGCCCTATAGTGAGT 60 46 

 

Figura 6 

Ensamblaje del segmento ARN1 en pGreen 

 

A continuación se hace el ensamblaje de ARN3 con el plásmido pGreen. Como 

en la caso de ARN1, la secuencia de ARN3 se inserta dentro del MCS, entre la posición 
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781 y 877. Los primers requeridos para la amplificación del segmento ARN3 y el vector 

se muestran en la tabla 5. En la figura 7, se muestra el plásmido construido. 

Tabla 5 

Primers para ensamblaje del segmento ARN3 

Primer Secuencia Tm [°C] %GC 

ARN3_FW_GB GGAATTAACCCTCACTAAAGGGAACA

AAAGCTGGAGCTCCGTAATCTTACCA

CTGTGTGTGTGCG 

73 48 

ARN3_RV_GB GTGAATTGTAATACGACTCACTATAGG

GCGAATTGGGTACTGGTCTCCTTTTG

GAGGCCC 

72 48 

pGreen_FW_GB GGAGCTCCAGCTTTTGTTCC 58 55 

pGreen_RV_GB GTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGT 60 46 

 

Figura 7 

Ensamblaje del segmento ARN1 en pGreen 
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Finalmente se hace el ensamblaje de ARN2 con eGFP dentro del plásmido 

pGreen. Como se mencionó previamente, se ha propuesto hacer cinco constructos, 

cuyas diferencias en posición se muestran en la figura 4. En las tablas 6, 7, 8, 9, 10 se 

enlista los primers utilizados para el ensamblaje de cada constructo y en las figuras 8, 9, 

10, 11, 12, se muestran los plásmidos construidos. 

Tabla 6 

Primers para ensamblaje del constructo C1 de ARN2-eGFP 

Primer Secuencia Tm [°C] %GC 

C1ARN2_FW_GB GGAATTAACCCTCACTAAAGGGAAC

AAAAGCTGGAGCTCCGTTTATTTACA

AGAGCGTACGGTTCAACC 

72 45 

C1ARN2_RV_GB TCCTCGCCCTTGCTCACCATTCAGA

AAGCACCTTCCGCC 

74 59 

C1eGFP_FW_GB GGGCGGAAGGTGCTTTCTGAATGGT

GAGCAAGGGCGAG 

74 61 

C1eGFP_RV_GB AGTGAATTGTAATACGACTCACTATA

GGGCGAATTGGGTATTACTTGTACA

GCTCGTCCATGCC 

71 44 

pGreen_FW_GB GGAGCTCCAGCTTTTGTTCC 58 55 

pGreen_RV_GB TACCCAATTCGCCCTATAGTGAGT 60 46 

Tabla 7 

Primers para ensamblaje del constructo C2 de ARN2-eGFP 

Primer Secuencia Tm [°C] %GC 

C2ARN2_FW_

GB 

GGAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAG

CTGGAGCTCCGTTTATTTACAAGAGCGTAC

GGTTCAACC 

72 45 

C2ARN2_RV_

GB 

TCCTCGCCCTTGCTCACCATTCAGACTCGG

GTAACTCCGC 

74 60 
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C2eGFP_FW_

GB 

GCGGAGTTACCCGAGTCTGAATGGTGAGC

AAGGGCGAG 

72 61 

C2eGFP_RV_G

B 

AGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGC

GAATTGGGTATTACTTGTACAGCTCGTCCA

TGCC 

71 44 

pGreen_FW_G

B 

GGAGCTCCAGCTTTTGTTCC 58 55 

pGreen_RV_G

B 

TACCCAATTCGCCCTATAGTGAGT 60 46 

Tabla 8 

Primers para ensamblaje del constructo C3 de ARN2-eGFP 

Primer Secuencia Tm [°C] %GC 

C3ARN2_FW_

GB 

GGAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAG

CTGGAGCTCCGTTTATTTACAAGAGCGTAC

GGTTCAACC 

72 45 

C3ARN2_RV_

GB 

TCCTCGCCCTTGCTCACCATAATTCTTTCGC

TGTTTGTTGGAA 

70 47 

C3eGFP_FW_

GB 

CAACAAACAGCGAAAGAATTATGGTGAGCA

AGGGCGAG 

67 47 

C3eGFP_RV_G

B 

AGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGC

GAATTGGGTATTACTTGTACAGCTCGTCCA

TGCC 

71 44 

pGreen_FW_G

B 

GGAGCTCCAGCTTTTGTTCC 58 55 

pGreen_RV_G

B 

TACCCAATTCGCCCTATAGTGAGT 60 46 
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Tabla 9 

Primers para ensamblaje del constructo C4 de ARN2-eGFP 

Primer Secuencia Tm [°C] %GC 

C4ARN2_FW_

GB 

GGAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAG

CTGGAGCTCCGTTTATTTACAAGAGCGTAC

GGTTCAACC 

72 45 

C4ARN2_RV_

GB 

TCCTCGCCCTTGCTCACCATATAATTCTTTC

GCTGTTTGTTGGAATTTACAC 

69 42 

C4eGFP_FW_

GB 

ACAAACAGCGAAAGAATTATATGGTGAGCA

AGGGCGAG 

67 45 

C4eGFP_RV_G

B 

AGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGC

GAATTGGGTATTACTTGTACAGCTCGTCCA

TGCC 

71 44 

pGreen_FW_G

B 

GGAGCTCCAGCTTTTGTTCC 58 55 

pGreen_RV_G

B 

TACCCAATTCGCCCTATAGTGAGT 60 46 

Tabla 10 

Primers para ensamblaje del constructo C5 de ARN2-eGFP 

Primer Secuencia Tm [°C] %GC 

C5ARN2_FW_

GB 

GGAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAG

CTGGAGCTCCGTTTATTTACAAGAGCGTAC

GGTTCAACC 

72 45 

C5ARN2_RV_

GB 

TCCTCGCCCTTGCTCACCATATAATTCTTTC

GCTGTTTGTTGGAATTTACAC 

69 42 

C5eGFP_FW_

GB 

ACAAACAGCGAAAGAATTATATGGTGAGCA

AGGGCGAG 

67 45 

C5eGFP_RV_G

B 

AGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGC

GAATTGGGTATTACTTGTACAGCTCGTCCA

TGCC 

71 44 

pGreen_FW_G

B 

GGAGCTCCAGCTTTTGTTCC 58 55 
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pGreen_RV_G

B 

TACCCAATTCGCCCTATAGTGAGT 60 46 

Figura 8 

Ensamblaje del constructo C1ARN2 con pGreen 

 

Figura 9 

Ensamblaje del constructo C2ARN2 con pGreen 
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Figura 10 

Ensamblaje del constructo C3ARN2 con pGreen 

 

Figura 11 

Ensamblaje del constructo C4ARN2 con pGreen 
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Figura 12 

Ensamblaje del constructo C5ARN2 con pGreen 

 

Adicionalmente se requiere hacer un ensamblaje del ARN2 sin eGFP con 

pGreen, para que sirva como control WT de la dinámica de infección. Los primers a 

utilizar para este ensamblaje se enlistan en la tabla 11 y el esquema de ensamblaje se 

muestra en la figura 13.  

Tabla 11 

Primers para ensamblaje del segmento ARN2 WT 

Primer Secuencia Tm [°C] %GC 

ARN2_FW_GB GGAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAG

CTGGAGCTCCGTTTATTTACAAGAGCGTAC

GGTTCAACC 

72 45 

ARN2_RV_GB AGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGC

GAATTGGGTATGGTCTCCTTTTGGAGGCCC 

72 47 

pGreen_FW_G

B 

GGAGCTCCAGCTTTTGTTCC 58 55 

pGreen_RV_G

B 

TACCCAATTCGCCCTATAGTGAGT 60 46 

 



68 
 

Figura 13 

Ensamblaje del segmento ARN2 con pGreen 

 

La amplificación por PCR de cada segmento y el vector pGreen, se realiza con la 

ADN polimerasa Phusion® High Fidelity, cuya composición de reacción se muestra en 

la tabla 12 y las condiciones del termociclador se describen en la tabla 13.  

Tabla 12 

Composición de reacción con la ADN polimerasa Phusion® High Fidelity 

Reactivo Concentración Reacción a 20 µL 

Agua ultra pura - 13.2 1 µL - X 

5X Phusion HF Buffer 1X 4 µL 

dNTPs 200 µM 0.4 µL 

Forward Primer* 0.5 µM 1 µL 

Reverse Primer* 0.5 µM 1 µL 

ADN molde 1pg-10ng X µL 

ADN Polimerasa Phire Hot 

Start II  

0.02 U/ µL 0.2 µL 

*El volumen de cada primer se calcula considerando una concentración inicial de 10 µM. 
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Tabla 13 

Condiciones de reacción para la comprobación de inserción de plásmidos 

Fase Temperatura [°C] Tiempo 

Desnaturalización inicial 98 30 segundos 

25-35 

Ciclos 

Desnaturalización 98 5-10 segundos 

Alineamiento Ta* 10-30 segundos 

Extensión 72 15-30 segundos/Kb 

Extensión final 72 5-10 minutos 

*Dado que la longitud de todos los primers usados en esta reacción es de 20 nt, la temperatura de 
annealing Ta es igual a la Tm del primer con la menor Tm. 

El proceso de ensamblaje se realiza con el Kit GeneArt Gibson Assembly 

Cloning EX® de la marca InvitrogenTM. Los productos de amplificación se purifican con 

el kit combinado de purificación de PCR y extracción de gel PureLink® de la marca 

InvitrogenTM, cuyo procedimiento se describe previamente. Para maximizar la eficiencia 

de ensamblaje todos los componentes se deben encontrar en concentraciones 

equimolares, por lo que previamente se requiere determinar las concentraciones 

molares, utilizando la fórmula 5. 

𝑝𝑚𝑜𝑙 ≈
(𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑒𝑛 𝑛𝑔). 1000

(𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑 𝑑𝑒𝑙 𝑓𝑟𝑎𝑔𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑏𝑝). 660 𝐷𝑎𝑙𝑡𝑜𝑛
                                (5) 

El vector y cada fragmento se lleva a una concentración de 0.04 pmol. Los 

componentes de la reacción Gibson se mezclan en un tubo de microcentrífuga, sobre 

hielo, en las cantidades mostradas en la tabla 14. 
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Tabla 14 

Componentes para la reacción de ensamblaje Gibson 

Componente Reacción 

Fragmento 1 (0.04 pmol) X1 µL 

Vector (0.04 pmol) X2 µL 

GeneArt Gibson Assembly Master Mix A 5 µL 

Agua desionizada (5-X1-X2) µL 

Volumen total  10 µL 

*En la reacción también se recomienda incluir un control positivo, del cual se mezclan 5 µL con 5 

µL de GeneArt Gibson Assembly Master Mix A 

Tras agregar todos los componentes, se homogeneiza la mezcla mediante 

vortex y se incuba en un termociclador, bajo las condiciones indicadas en la tabla 15. 

Tabla 15 

Condiciones de termociclador para ensamblaje Gibson 

Etapa Temperatura (°C) Tiempo 

1 37 5 minutos 

2 75 20 minutos 

3 Enfriar a 60°C a 0.1°C por segundo 

4 60 30 minutos 

5 Enfriar a 4°C a 0.1°C por segundo 

 

Tras finalizar la reacción en el termociclador, se agrega 10 µL de GeneArt 

Gibson Assembly Master Mix B y se homogeneiza convórtex. La mezcla se incuba a 

45°C por 15 minutos e inmediatamente se coloca en hielo para proceder con la 

transformación. Los productos de ensamblaje se transforman en A. tumefaciens, por 

electroporación (Tuo et al., 2017). 
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Ensamblaje NEBuilder HiFi DNA 

Esta técnica de ensamblaje se basa en el principio de la técnica de Gibson, de 

utilizar fragmentos amplificados por PCR con sobrelapamientos homólogos, y también 

ha sido utilizada para la construcción de clones virales en plantas (Bao et al., 2020; 

Wieczorek et al., 2020). La ventaja que presenta esta técnica es una mayor eficacia de 

ensamblaje, solventado algunos inconvenientes que resultan del ensamblaje Gibson 

como un menor porcentaje de mutaciones puntuales y la remoción de 5’ o 3’ 

emparejamientos erróneos. Los componentes requeridos para esta técnica son los 

mismos que se diseñaron para el ensamblaje de Gibson y por tanto se utilizan los 

mismos primers (BioSpace, 2015). El protocolo se describe a continuación, en base a 

las instrucciones del kit NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning® y el trabajo de (Birla & 

Chou, 2015; Timmons, 2015). 

1. Se determina la concentración de los productos de PCR correspondientes a 

cada uno de los fragmentos para el ensamblaje, mediante Nanodrop® a una 

absorbancia de 260 nm. 

2. Se calcula la concentración en pmol de cada fragmento utilizando la fórmula 4. 

Para el ensamblaje de uno o dos fragmentos, la concentración debe encontrarse 

entre 0.03 y 0.2 pmol. 

3. Los fragmentos se desnaturalizan a 95°C y se dejan enfriar lentamente a 

temperatura ambiente.  

4. Se mezcla los fragmentos con el vector, en una proporción 1:2. 

5. Los fragmentos y el vector pGreen se mezclan con el Master Mix NEBuilder HiFi 

DNA Assembly®, en las cantidades mostradas en la tabla 16. 

6. La mezcla se calienta a 60°C y se mantiene a esta temperatura durante 4 a 8 

minutos. 
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7. La mezcla se incuba a 50°C, por 15 minutos. 

8. Tras la incubación, se ha concluido el ensamblaje y los constructos son 

transformados a A. tumefaciens o se almacenan a -20°C. 

Tabla 16 

Mezcla de reacción NEBuilder HiFi DNA Assembly 

Componente Reacción 

Fragmentos y Vector (0.03-0.2pmol) X1 µL 

NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix 10 µL 

Agua desionizada (10-X1) µL 

Volumen total 20 µL 

*En la reacción se debe incluir un control positivo, incluido en el kit, del cual se mezclan 10 µL con 

10 µL de Master Mix. 

Electroporación  

Para insertar los constructos hechos en pGreen y el plásmido pSoup, 

complementario a pGreen, se aplica la técnica de electroporación. Para esta etapa se 

sigue el protocolo general de electroporación en A. tumefaciens (Kámán-Tóth et al., 

2018; Shen et al., 2014; Tuo et al., 2017), descrito a continuación.  

1. Se inicia por preparar células competentes de A. tumefaciens, para lo cual se 

toman células que se han desarrollado en medio Agar-LB y se suspenden en 

una solución de glicerol al 10%, a 4 °C.  

2. La suspensión se centrifuga a 18000 g por 1 minuto, en frío. 

3. Al pellet resultante se añade 1 mL de glicerol al 10%, y se vuelve a centrifugar 

con las condiciones anteriores. 

4. El pellet se compone de las células competentes, a las que se añade 200 µL 

glicerol al 10% estéril. 
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5. 100 µL de células competentes de A. tumefaciens se mezclan con 2.5 µL de los 

plásmidos a una concentración de 1 a 30 ng/µL. 

6. La mezcla se deposita en una cubeta para electroporación, previamente 

enfriada. 

7. Se ejecuta la electroporación con un campo de fuerza de 1.8 kV/cm.  

8. Se añade 1 mL de medio LB a la cubeta y la mezcla se incuba a 28°C por 3 

horas, en agitación a 200 rpm.  

9. Tras evidenciarse crecimiento, se toma una alícuota del cultivo y se siembra en 

medio Agar-LB con Kanamicina a 50 µg/mL y Rifampicina a 50 µg/mL. 

Colony PCR 

Para confirmar que se ha dado exitosamente la inserción de los plásmidos en A. 

tumefaciens, se realiza una colony PCR. Los primers requeridos para confirmar la 

inserción de cada plásmido son diseñados con el software Primer3 y su viabilidad se ha 

analizado con los softwares OligoAnalyzer, PrimerBlast, lo cual se muestra en el Anexo 

4. Los primers que se utilizan para comprobar la inserción de cada constructo se 

muestran en la tabla 17. Las condiciones que se consideró optimizar en Primer3 son: 

 Tamaño máximo de primer de 30 

 Diferencia máxima de Tm de 1, 

 Rango de tamaño de producto de 2000-4000  

 Valores de 1 para Max Self Complementarity, Max 3’ Self Complementarity, Max 

Pair Complementarity, Max 3’ Pair Complementarity 
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Tabla 17 

Primers diseñados para confirmar la inserción de los plásmidos 

Plásmido Primer Secuencia Tm %GC Amplicón 

pARN1 pARN1_FW GCAGATTACCGCCAACTCAG 58 55 3982 pb 
 

pARN1_RV AAGTCGTGTCTTACCGGGTT 58 55 
 

pARN3 pARN3_FW GATCGGAGGGAGGATTCTGG 57 60 2806 pb 
 

pARN3_RV AAGTCGTGTCTTACCGGGTT 58 50 
 

pC1ARN2 pC1ARN2_FW CTTGTACAGCTCGTCCATGC 57 55 3592 pb 
 

pC1ARN2_RV CTTCCGGCTCGTATGTTGTG 58 55 
 

pC2ARN2 pC2ARN2_FW CTTGTACAGCTCGTCCATGC 57 55 3501 pb 
 

pC2ARN2_RV CTTCCGGCTCGTATGTTGTG 58 55 
 

pC3ARN2 pC3ARN2_FW CTTGTACAGCTCGTCCATGC 57 55 3259 pb 
 

pC3ARN2_RV CTTCCGGCTCGTATGTTGTG 58 55 
 

pC4ARN2 pC4ARN2_FW CTTGTACAGCTCGTCCATGC 57 55 3261 pb 
 

pC4ARN2_RV CTTCCGGCTCGTATGTTGTG 58 55 
 

pC5ARN2 pC5ARN2_FW CTTGTACAGCTCGTCCATGC 57 55 3261 pb 
 

pC5ARN2_RV CTTCCGGCTCGTATGTTGTG 58 55 
 

pARN2 pARN2_FW CAACACGATCAGTAGCACGG 58 55 2921 pb 
 

pARN2_RV CAGGCCGCGATTAAATTCCA 57 50 
 

*Los primers de los constructos pC1ARN2, pC2ARN2, pC3ARN2, pC4ARN2 y pC5ARN2, poseen 

la misma secuencia pero el tamaño de amplicón que generan varía. 

El proceso de colony PCR inicia tras haber incubado las células transformadas de A. 

tumefaciens por 48 horas, a 28°C, en medio LB con Kanamicina a 50 µg/mL y 

Rifampicina a 50 µg/mL. Se muestrea las colonias y se procede con la colony PCR 

conforme al protocolo que se describe a continuación (Shen et al., 2014).  

1. Se toma una alícuota de las bacterias desarrolladas en medio LB y se inocula en 

3 mL de medio YEP con antibiótico. Se incuba a 28°C durante una noche o 

hasta que el cultivo alcance un OD de 0.6 a 1.  

2. Las células desarrolladas en el medio se precipitan mediante centrifugación y se 

elimina el medio sobrenadante.  
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3. Las células se resuspenden en 500 µL de agua destilada y se calientan a 100 °C 

durante 10 minutos.  

4. Se centrifuga a 13000 rpm por 30 segundos y se toma 5 µL de sobrenadante.  

5. El sobrenadante sirve como ADN molde para la PCR. La mezcla de reacción se 

especifica en la tabla 18 y las condiciones de reacción se muestra en la tabla 19. 

Para esta reacción de PCR se recomienda el uso de una polimerasa robusta, 

capaz de soportar inhibidores de la reacción y amplificar segmentos largos. La 

enzima sugerida para este ensayo es la ADN Polimerasa Phire Hot Start II. 

Tabla 18 

Composición de reacción para la comprobación de inserción de plásmidos 

Reactivo Concentración Reacción a 20 µL 

Agua ultra pura - 13.2 1 µL - X 

5X Phire Reaction Buffer 1X 4 µL 

dNTPs 200 µM 0.4 µL 

Forward Primer* 0.5 µM 1 µL 

Reverse Primer* 0.5 µM 1 µL 

ADN molde 1pg-10ng X µL 

ADN Polimerasa Phire Hot 

Start II 

 0.4 µL 

*El volumen de cada primer se calcula considerando una concentración inicial de 10 µM. 

Tabla 19 

Condiciones de reacción para la comprobación de inserción de plásmidos 

Fase Temperatura [°C] Tiempo 

Desnaturalización inicial 98 30 segundos 

25-35 

Ciclos 

Desnaturalización 98 5 segundos 

Alineamiento Ta* 5 segundos 

Extensión 72 10-15 segundos/Kb 

Extensión final 72 1 minuto 

*Dado que la longitud de todos los primers usados en esta reacción es de 20 nt, la temperatura de 

alineamientoTa es igual a la Tm del primer con la menor Tm. 
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Infección de CMV recombinante en plantas de A. thaliana col-0 

La técnica de agroinfiltración permite la expresión uniforme, rápida y eficiente, de 

ARN viral dentro de la planta, al mismo tiempo que se evita la aplicación de agentes 

abrasivos utilizados para la inoculación mecánica, que provocan daño celular y causan 

interferencias en los resultados (Annamalai & Rao, 2006). El proceso de agroinfiltración 

se describe a continuación, siguiendo protocolos descritos por (Fujiki et al., 2008; Hu et 

al., 2012; Hull, 2009). 

1. Las bacterias transformadas con los plásmidos virales se hacen crecer en medio 

LB-Agar con Kanamicina a 50 µg/mL y Rifampicina a 50 µg/mL antibiótico, 

durante 24 horas a 28°C.  

2. Las colonias se suspenden en buffer de infiltración, a una concentración de 1010 

CFU/mL, o una OD de 1.0  

3. Las colonias en suspensión se incuban durante dos horas, en oscuridad a 22°C. 

4. En el envés de las hojas se hacen pequeñas laceraciones con un bisturí estéril y 

se aplica 50 µL de la suspensión en el envés de las hojas. 

La evaluación del aparecimiento de síntomas se realiza en 3, 5, 7, 9, 11 y 14 

días post-inoculación. La expresión de GFP se evalúa en los mismos periodos, 

mediante microscopía de fluorescencia. 

Visualización del movimiento de CMV recombinante dentro de A. thaliana por 

fluorescencia 

Aplicación de nanopartículas en A. thaliana    

Para la aplicación de ZnONP, se prepara una suspensión, tomando en 

consideración la concentración óptima no citotóxica, determinada en ensayos 

anteriores. 5 mL de la suspensión de ZnONP son rociados diariamente en las hojas de 

A. thaliana con el uso de un aspersor. Se evalúa la aplicación en distintos periodos de 
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tiempo, durante 7 y 12 días antes de la inoculación viral; y tras la inoculación por 4 y 7 

días (Cai et al., 2019; Hamed & Elsharkawy, 2019; Hernández et al., 2020). Los 

períodos de inoculación se consideran como tratamientos en este diseño experimental 

esquematizado en la tabla 20. Cada tratamiento se aplica en triplicado. La evaluación 

estadística para los resultados de este ensayo, se realiza mediante una prueba no 

paramétrica de Kruskal-Wallis.  

Tabla 20 

Diseño experimental para la evaluación del efecto de ZnONP en el movimiento de CMV 

Periodo 12 días pre-

inoculación 

7 días pre-

inoculación 

4 días post- 

inoculación 

7 días post- 

inoculación 

Control (-) 

Plantas de A. 

thaliana 

3 plantas 3 plantas 3 plantas 3 plantas 3 plantas 

*El control negativo (-) son plantas de A. thaliana inoculadas con CMV-eGFP, a las que no se 

aplica ZnONP. 

Debido a la cantidad de unidades experimentales que se requeriría para la 

evaluación de los efectos, se sugiere inicialmente probar los periodos de aplicación de 

ZnONP en plantas infectadas con CMV WT, y en base a esos resultados poder luego 

estudiar el movimiento del virus con fluorescencia.  

Visualización de CMV 

Para tener una estimación del daño en la planta provocado por el virus se el área 

de expansión viral en cada unidad experimental. Para este ensayo de visualización se 

sigue el siguiente protocolo (De Vylder et al., 2012; Shen et al., 2014). 

1. Se toman hojas de cada unidad experimental y se colocan sobre un portaobjetos 

con una pequeña cantidad de agua destilada.  

2. Las hojas se colocan en un escáner de fluorescencia, dentro del cual se excita a 

GFP con luz a una longitud de onda de 473nm.  
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3. Las imágenes se toman con un filtro de paso de banda de 530 nm. 

4. Se determina el grado de expansión viral en cada unidad experimental, mediante 

el análisis de las imágenes obtenidas, con el software ImageJ®. El grado de 

expansión viral se puede cuantificar con el software RosetteTracker® 

Determinación de carga viral mediante qRT-PCR 

Se busca cuantificar la acumulación viral que se ha producido en las plantas de 

A. thaliana despúes de haber sido expuestas a CMV, durante el periodo de estudio, 

para lo cual se aplica una PCR Cuantitativa con Transcriptasa Reversa (qRT-PCR).  

Extracción de ARN 

Se requiere primero extraer el ARN total de las plantas, para lo cual se ejecuta el 

siguiente protocolo (Claros & Cánovas, 1999; Mallory, 2005; Oñate-Sánchez & Vicente-

Carbajosa, 2008). 

1. Se inicia colectando 30 mg de tejido foliar de cada unidad experimental, 

tomando muestras en diversos puntos, y se pulverizan tras aplicar N2 líquido.  

2. Las hojas pulverizadas se homogenizan en 300 µL de solución de lisis, 

compuesta por 2% SDS, Citrato de Sodio 68mM, Ácido Cítrico 132mM, EDTA 

1mM. 

3. Se homogeniza por inversión y se incuba a temperatura ambiente durante 5 

minutos.  

4. Se añade 100 µL de solución para precipitación de ADN y proteínas, compuesta 

por NaCl 4M, Citrato de Sodio 16 mM, Ácido Cítrico 32 mM. 

5. Se homogeniza por inversión y se incuba a 4°C por al menos 10 minutos.  

6. Se centrifuga en frío, a máxima velocidad durante 10 minutos. Tras finalizar la 

centrifugación, el sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo de microcentrífuga 

y se añade 300 µL de isopropanol. 
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7. Se mezcla el contenido por inversión, se centrifuga a máxima velocidad durante 

4 minutos y se descarta el sobrenadante.  

8. El pellet se lava con etanol al 70%, se seca y se resuspende en 25 µL de agua 

ultrapura.  

9. Se añade 3 µL de buffer DNAsa 10X y 2 unidades de DNAsa. 

10. Se incuba a 30 minutos a 37°C y posteriormente se añade 70 µL de agua 

ultrapura, 50 µL de Acetato de amonio 7.5 M y 400 µL de etanol 100%.  

11. La mezcla se centrifuga en frío durante 20 minutos, se descarta el sobrenadante 

y el pellet se lava con etanol al 70%. 

12. El pellet se resuspende en 20 µL de agua ultrapura.   .  

13. La concentración de ARN extraído se determina mediante medición en 

Nanodrop®, tomando agua ultrapura como blanco. 

Síntesis de cDNA 

El cDNA se sintetiza a partir del ARN extraído previamente, el cual se ajusta a 

una cantidad de 300 ng. Para la síntesis de cDNA se utiliza el kit iScript® cDNA 

synthesis y se sigue el protocolo sugerido en el kit, que se describe a continuación. 

1. Se inicia preparando la mezcla de reacción, cuyos componentes y 

concentraciones se muestran en la tabla 21. 

2. Tras mezclar los componentes se inicia la reacción en un termociclador, cuyos 

componentes se enlistan en la tabla 22. 

3. El producto de reacción se almacena a -20°C, para su posterior análisis por 

qPCR. 
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Tabla 21 

Mezcla de reacción para síntesis de cDNA 

Componente Reacción a 20 µL 

Agua libre de nucleasas 15 - X µL 

5X iScript reaction mix 4 µL 

Transcriptasa reversa iScript 1 µL 

ARN molde (100 fg- 1 µg) X µL 

Tabla 22 

Condiciones de reacción para síntesis de cDNA 

Fase Temperatura [°C] Tiempo 

Priming 25 5 minutos 

Transcripción Reversa 46 20 minutos 

Inactivación 95 1 minuto 

Finalización 4 Indefinido 

 

qRT-PCR 

Los primers para la detección del virus se diseñan utilizando el software Primer3 en 

base al gen de la proteína de movimiento de CMV, encontrada en el segmento de 

ARN3. Los primers y la sonda que se utiliza para la amplificación cuantitativa se 

muestran en la tabla 23. El análisis de los primers se adjunta en el Anexo 4. 

Tabla 23 

Primers para qPCR 

Primer Secuencia Tm[°C] %GC 

CMVCP_FW GGAGTCCAAGCCAACAACAA 58 50 

CMVCP_RV CAGAGATCGGAGGGAGGATTC 59 57 

CMVCP_PR AGTGCTCCCAGTCTGATTCC 60 55 
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Previo al ensayo es necesario probar la especificidad de los primers, haciendo 

una PCR convencional y corriendo una electroforesis. Para ello se prepara una reacción 

de 25 µL con tres réplicas, con los reactivos que se describen en la tabla 24, utilizando 

la ADN polimerasa GoTaq®. Se toma como control una muestra que no se trató con 

transcriptasa reversa y otra sin el cDNA molde, para confirmar la ausencia de ADN 

genómico u otro contaminante, y que los primers no forman estructuras secundarias 

(Lilly et al., 2010). Se recomienda también hacer este ensayo de PCR con un gradiente 

de temperaturas, para poder estandarizar la temperatura de alineamiento óptima. 

Tabla 24 

Mezcla de reacción para la prueba de primers 

Reactivo Concentración Reacción a 25 µL 

Agua ultra pura - 4.5 – X µL 

2X GoTaq Green Master 

Mix 

1X 12.5 µL 

dNTP 0.2 mM 1 µL 

Forward Primer 0.4 µM 1 µL 

Reverse Primer 0.4 µM 1 µL 

cDNA < 250 ng/µL X µL 

*Se considera que la concentración inicial de primer es 10 µM. 

El programa sugerido para este ensayo de amplificación se describe en la tabla 25, 

cuyas condiciones se optimizan según las indicaciones para la polimerasa GoTaq y la 

naturaleza de los primers. 
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Tabla 25 

Condiciones de reacción para la prueba de primers 

Fase Temperatura [°C] Tiempo 

Desnaturalización inicial 94 5 minutos 

35 Ciclos Desnaturalización 94  30 segundos 

Alineamiento 53 30 segundos 

Extensión 72 30 segundos 

Extensión final 72 5 minutos 

*La temperatura de alineamiento Ta, es 5°C menor a la Tm del primer con Tm más baja. 

La PCR se ejecuta en un termociclador para PCR en tiempo real, con el sistema 

de reacción que se describe en la tabla 26. Cada muestra se amplifica en triplicado 

utilizando el programa descrito en la tabla 27. 

Tabla 26 

Mezcla de reacción para la qPCR 

Reactivo Concentración Cantidad por Reacción 

SYBR Green I Master Mix 1X 5 µL 

Forward Primer 5 µM 1 µL 

Reverse Primer 5 µM 1 µL 

cDNA 2.5 ng/µL 3 µL 

*Para cada reacción se establece un volumen final de 10 µL (Lilly et al., 2010). 
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Tabla 27 

Condiciones de reacción para la qPCR 

Fase Temperatura 

[°C] 

Tiempo 

Desnaturalización inicial 95 5 minutos 

40 Ciclos Desnaturalización 95 10 segundos 

Alineamiento   

Extensión 72 6 segundos 

Extensión final 72 5 minutos 

Ciclo de análisis 

de la curva de 

melting 

Desnaturalización 95 5 segundos 

Extensión 65 1 minuto 

*El tiempo de extensión para cada ciclo se calcula diviendo la longitud del amplicón para 25  

** En el ciclo de análisis de la curva de melting se realiza una toma de datos de fluorescencia 
continua, a 5 tomas por grado centígrado 
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Capítulo IV: Resultados Esperados 

Resultados de la síntesis 

La mezcla de la solución de sal de Zn con el extracto vegetal, conlleva una serie 

de cambios físico-químicos que incluyen un marcado cambio de coloración de la 

mezcla, cuya intensidad y características varían en dependencia de la muestra vegetal 

que se utilice (Dhandapani et al., 2020; Naseer et al., 2020). Al llevar a cabo la reacción 

de síntesis bajo el protocolo que ha sido descrito en este trabajo, se espera la formación 

de ZnONP, con un rendimiento superior al 90%. Al mantener un pH básico durante la 

reacción de síntesis, se espera la formación de un polvo blanquecino. La temperatura a 

la que se realiza la calcinación es un factor que influye en el color del polvo resultante y 

en el porcentaje de rendimiento (Thi et al., 2020). Al aplicar una temperatura superior a 

700°C, se espera la formación de un polvo fino, blanquecino, como el que se muestra 

en la figura 14. En la figura 15, se muestra el posible mecanismo de reacción bajo el 

cual se da la síntesis verde de las ZnONP. 

Figura 14 

Polvo de ZnONP resultante del proceso de síntesis 

 

Nota. Se muestran imágenes de ZnONP obtenidas a diferentes temperaturas de secado 

en mufla. A: 600 °C. B: 700°C. C: 800°C. D: 900°C. Modificado de (Thi et al., 2020). 
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Figura 15 

Mecanismos de formación de ZnONP 

 

Nota: A: Mecanismo de formación a partir de extracto vegetal, tomado de (Ezealisiji et al., 

2019). B: Mecanismo de formación tras hidrólisis y calcinación, tomado de (Thi et al., 

2020). C: Mecanismo de formación descrito para la síntesis a partir de Cinnamomum 

verum, tomado de (Ansari et al., 2020). 

UV-Vis 

En el análisis de UV-Vis, se espera que se encuentre un pico de absorbancia a 

los 351.08±36.34 nm, correspondiente al SPR de las ZnONP. Este valor se ha obtenido  
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en base a los datos que se encuentran en el Anexo 1 y se encuentra dentro del rango 

descrito para las ZnONP, como se muestra en la figura 16. El pico de SPR permite 

confirmar la formación exitosa de las ZnONP. La determinación de la estabilidad de las 

ZnONP se realiza haciendo mediciones periódicas del SPR, y verificando que su 

posición y valor de absorbancia se encuentre igual o cercano al inicial. Se establece que 

las ZnONP son estables cuando se mantiene SPR y cuando en el periodo de estudio no 

se evidencia la formación de otros picos. Las ZnONP que presenten una estabilidad 

superior a 288 horas, se consideran apropiadas para su aplicación en los experimentos.  

Figura 16 

Espectro UV-Vis de ZnONP 

 

Nota. Gráfico construido en base la información provista por (Ezealisiji et al., 2019; 

Hassan et al., 2015) 

Microscopía electrónica de transmisión  

La imagen obtenida por TEM permite visualizar la morfología de las ZnONP, que 

puede ser hexagonal o esférica, como se muestra en la figura 17. Además se determina 
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el diámetro promedio de las NP, que debe ajustarse a un valor de 46.7±31.2, según los 

datos del Anexo 1. Los tamaños de una muestra de ZnONP se registran con un 

software de análisis de imagen, de sugerencia Image-J®, y se construye un histograma 

de la distribución de tamaños. Se espera obtener una distribución uniforme de las 

ZnONP, sin existir una gran desviación en su diámetro promedio (Mahendiran et al., 

2017). Para la realización de los experimentos del presente estudio, se considera 

escoger los productos de síntesis, en los que el tamaño de las ZnONP se encuentre en 

un rango de 50 nm a 150 nm.  

Figura 17 

Observaciones de ZnONP por TEM 

 

Nota. A y B: ZnONP obtenidas con Prosopis juliflora, escalas 100 y 20 nm;  modificado 

de (Sheik Mydeen et al., 2020). C y D: ZnONP obtenidas con Citrus aurantifolia, escalas 

200 y 20 nm; modificado de (Thi et al., 2020). E: ZnONP obtenidas con Solanum torvum, 

escala 200 nm; modificado de(Ezealisiji et al., 2019). F: ZnONP obtenidas con Matricaria 

chamomilla, escala 5 µm; modificado de (Ogunyemi et al., 2019). 
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Microscopía electrónica de barrido  

Las imágenes de SEM muestran ZnONP con una forma esférica, o hexagonal a 

manera de cilindros cuyo diámetro se ajusta al valor promedio de 46.7±31.2. Se puede 

observar además la naturaleza de la superficie de las ZnONP, que en general se 

presenta como rugosa, debido a la adsorción de los grupos funcionales provenientes del 

precursor vegetal. Adicionalmente la observación por SEM permite encontrar impurezas 

que se pudieron agregar a la muestra durante la síntesis, y como en el caso de TEM, se 

puede calcular el tamaño promedio. Como se muestra en la figura 18, las ZnONP se 

pueden encontrar agregada o libres, en dependencia del extracto vegetal que se utilice.  

Figura 18 

Observaciones de ZnONP por SEM 

 

Nota. A: ZnONP obtenidas con Melia azederach, magnificación a 8 000 X; modificado de 

(Naseer et al., 2020). B: ZnONP obtenidas con Laurus nobilis, magnificación a 30 000 X; 

modificado de (Fakhari et al., 2019). C: ZnONP obtenidas con Solanum torvum, 

magnificación a 494 X; modificado de (Ezealisiji et al., 2019). D: ZnONP obtenidas con 

Allamanda cathartica, magnificación a 20 000 X; modificado de (Shilpa et al., 2020). E y 

F: ZnONP obtenidas con Matricaria chamomilla, magnificación a 30 000 X y 100 000 X; 

modificado de (Shilpa et al., 2020). 
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Difracción de Rayos X  

Se espera que el análisis de XRD demuestre la presencia de picos de difracción 

situados en valores 2𝜃 de 31.7𝜃, 34.4𝜃, 36.3𝜃, 47.5𝜃, 56.5𝜃, 62.7𝜃, 66.3𝜃, 67.8𝜃, 

69.1𝜃, 72.5𝜃 y 76.3𝜃 (Ahmed et al., 2017; Begum et al., 2018; Mahendiran et al., 2017; 

Sheik Mydeen et al., 2020), que corresponden a los sistemas de planos cristalográficos 

(100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (112), (201), (004) y (202), propios de una 

estructura de Wurzite hexagonal. Los valores 2𝜃 deben coincidir con los datos 

registrados en la carta número 36-1451, del Joint Committee on Powder Diffraction 

Standards (JCPDS), que siguen un patrón como el que se muestra en la figura 19. En 

base a los sistemas de planos cristalográficos se construye la estructura tridimensional 

característica de las ZnONP, que se asemejaría a la mostrada en la figura 20.  

Figura 19 

Patrón de XRD para ZnONP 

 

Nota. Esquema realizado en base a la información provista por (Ahmed et al., 2017; 

Begum et al., 2018; Mahendiran et al., 2017; Sheik Mydeen et al., 2020). 
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Figura 20 

Estructura cristalina de ZnONP 

 

Nota. Estructura cristalina hexagonal de las ZnONP. Tomado de (Sabir et al., 2014). 

El tamaño de partícula se calcula con la ecuación de Debye Scherer, donde 𝜅 es 

0.9, 𝜆 es 1.5406, 𝜃 corresponde a cada ángulo de difracción mencionado previamente y 

𝛽 es el ancho de cada pico a la mitad de su altura. Se calcula el tamaño para cada uno 

de los 11 picos y el tamaño de la NP corresponde al promedio de cada tamaño 

calculado. El valor obtenido permite confirmar y ajustar los tamaños determinados por 

TEM y SEM. 

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier 

Los datos provistos tras el análisis de FTIR, dan información acerca de los 

grupos funcionales provenientes del extracto vegetal, que tienen las ZnONP adsorbidas 

en su superficie. En base a los estudios revisados en el Anexo 1, los grupos más 

comunes que se pueden encontrar, tras la reducción por agentes vegetales, son: O-H, 

C-H, C-C, C-O, C=O, N-H, C-N. Cada grupo se identifica según el pico de absorción que 

se encuentra. Los picos característicos de cada grupo se especifican en la tabla 28. 
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Tabla 28 

Picos de absorción correspondientes a los grupos funcionales 

Grupo Funcional Posible Compuesto Frecuencia (cm-1) 

O-H Agua, Alcohol, Ácido Carboxílico 3700-2500 

C-H Alquino, Alqueno, Alcano, Aldehído 3333-2695 

C-C Alqueno, Alqueno cíclico, Aromático 1680-1400, 1000-665 

C-O Ester, Alcohol primario, Alcohol 

secundario, Éter alifático 

1210-1085 

C=O Cetona conjugada, Haluro ácido, Amida, 

Aldehído, Anhidrido, Ácido carbóxilico 

1818-1650 

 

N-H Amina primaria, Amina secundaria 3500-3310 

C-N Amina, Amina aromática 1342-1020 

Nota. Los datos del compuesto y frecuencia fueron obtenidos de (Chemistry LibreTexts, 2014). 

Establecimiento de los cultivos de A. thaliana. 

La fase de establecimiento de los cultivos se pudo llevar a cabo 

experimentalmente al inicio de la ejecución del proyecto. Se cultivaron semillas de A. 

thaliana ecotipo Columbia-0, de genotipo Wiltd-Type, siguiendo el protocolo descrito 

previamente. También se cultivaron semillas con mutaciones en los transportadores de 

Zinc, denominados Zip1, IRT3, Zip3, Zip5, en el caso de mutantes simples, y Zip3xZip5 

Zip1xIRT3, para mutantes dobles. Se hizo dos réplicas de todos los cultivos. Cada 

réplica consistió en un vaso donde se sembraron 10 semillas, como mínimo. Los 

cultivos se dejaron en refrigeración durante 4 días. Pasado ese período se llevaron a la 

cámara de crecimiento y después de dos días se evidenció la aparición de plántulas en 

la mayoría de cultivos, a excepción de Zip3xZip5 y Zip5. Después de 14 días se 

evidenció crecimiento en todos los cultivos y se registró un alto índice de germinación, 

presentándose más de 10 plantas germinadas por réplica, excepto por los clones 
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Zip3xZip5 y Zip5, en los que se observó el desarrollo de hasta 6 y 4 plantas, 

respectivamente. Los resultados de crecimiento se muestran en la figura 21.  

Figura 21 

Cultivos de A. thaliana 

 

Nota. A: cultivos de A. thaliana a los 4 días después de la siembra. B: Cultivos en fitotron. 

C: Plántulas después de 7 días de la siembra. D: Cultivo del clon Zip5 con bajo índice de 

germinación. E: Plántulas después de 14 días de la siembra. Fotografías tomadas por el 

autor 

Análisis de citotoxicidad 

Viabilidad Celular y Ensayo Cometa 

Se espera una reducción de la viabilidad celular en dependencia de la 

concentración de ZnONP. En trigo, se ha encontrado que tras la aplicación de una 

concentración de 300 mg/L, la viabilidad celular de las raíces se reduce a 23%, mientras 

que a 10 mg/L la viabilidad se mantiene en 10% (Plaksenkova et al., 2020). Al exponer 

Allium cepa y Nicotiana tabacaum, a concentraciones superiores a 100 mg/L, se 
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encontró un incremento de la coloración en raíces teñidas con azul de tripano y en un 

orden de 3 a 4, lo cual se relaciona con una pérdida de viabilidad superior al 50% 

(Ghosh et al., 2016). 

En Allium cepa sometida a concentraciones de 200 mg/L se registra una 

migración de cola de ADN de hasta 5%, mientras que a 400 mg/L la migración aumenta 

a más de 25% (Ghosh et al., 2016). Otro estudio realizado en Allium cepa muestra que 

a concentraciones de 1mg/L se puede producir una migración de cola de ADN, de hasta 

40%, exhibiendo un alto grado de toxicidad (Demir et al., 2013). Los resultados que se 

pueden obtener en este trabajo de investigación pueden variar significativamente de los 

que se ha reportado, debido a que se analiza otra especie vegetal y se utiliza ZnONP 

originadas por síntesis verde, que muestran un menor grado de toxicidad. 

Efectos fisiológicos 

Diversos estudios han evaluado los efectos fisiológicos producidos en A. 

thaliana, que se dan ante la exposición de ZnONP. De la información obtenida, se nota 

un efecto ambivalente, evidenciándose tanto resultados inhibitorios como estimulantes. 

Se ha establecido que la variación en la respuesta de la planta, se da en función de la 

concentración de la NP. A concentraciones altas, por sobre los 50 mg/L, se reporta una 

marcada inhibición de la germinación, de hasta el 90% y disminución en el número de 

hojas (Lee et al., 2010). En otro estudio, se reporta que a concentraciones superiores a 

50 mg/L, se produce una inhibición en el crecimiento de la raíz primaria acompañada de 

un incremento en la longitud de las raíces secundarias; además se observa una 

disminución del área foliar y la presencia de clorosis (Gopalakrishnan Nair & Chung, 

2014). A concentraciones superiores a 200 mg/L, se ha reportado un decremento de 

biomasa, marcado por una disminución del 20% en el número hojas y una reducción de 

su tamaño (Wang et al., 2016).  
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Por otro lado, a concentraciones inferiores a 50 mg/L no se reporta una 

inhibición significativa de la germinación, pero si se presenta una reducción en el 

crecimiento radicular de hasta el 85% (Lee et al., 2010). A concentraciones por debajo 

de 20 mg/L no se evidencia afectación al desarrollo radicular (Gopalakrishnan Nair & 

Chung, 2014). También, se ha reportado efectos estimulantes en ciertas especies, tras 

la aplicación de ZnONP a bajas concentraciones. (Zaeem et al., 2020) reportan que en 

Linum usitatissimum, al aplicar ZnONP a menos de 10 mg/L, se observa un incremento 

en el desarrollo radicular y un aumento de actividad antioxidante, evidenciada por el 

incremento en el contenido de compuestos fenólicos. En Arachis hipogea, se ha 

evidenciado un incremento de germinación y biomasa tras la aplicación foliar de ZnONP 

en concentraciones inferiores a 10 mg/L (Prasad et al., 2012). Capsicum annuum 

mostró un incremento en la longitud de tallo y raíces tras la aplicación de 0.25 g y 0.5 g 

de ZnONP no disueltas (Afrayeem & Chaurasia, 2017). Otros estudios similares se 

resumen en el Anexo 5. 

Construcción de CMV recombinante para la expresión de GFP 

Obtención de segmentos 

El proceso de obtención de cada segmento que servirá como base para el 

ensamblaje de cada constructo, se lleva a cabo mediante PCR. En la figura 22 se 

muestra el resultado de la simulación de una electroforesis con cada segmento, 

realizada en un gel de agarosa al 0.5%. Las condiciones de esta electroforesis fueron 

100 V durante 30 minutos, utilizando Tris-Acetato-EDTA (TAE), como buffer de 

electroforesis. El tamaño de cada amplicón se muestra en la tabla 29. 
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Figura 22 

Electroforesis de fragmentos para ensamblaje 

 

Nota. 1:  pGreen. 2:  ARN1. 3:  ARN3. 4: C1ARN2. 5:  C1eGFP. 6:  C2ARN2. 7:  C2eGFP. 

8:  C3ARN2. 9:  C3eGFP. 10: C4ARN2. 11:  C4eGFP. 12:  C5ARN2. 13:  C5eGFP. 14:  

ARN2.  

Tabla 29 

Tamaño de amplicones utilizados como segmentos para el ensamblaje Gibson 

Segmento Tamaño 

pGreen 3131 bp 

ARN1 3437 bp 

ARN3 2296 bp 

C1ARN2 2811 bp 

C1eGFP 780 bp 

C2ARN2 2720 bp 

C2eGFP 780 bp 

C3ARN2 2478 bp 

C3eGFP 780 bp 

C4ARN2 2480 bp 
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C4eGFP 780 bp 

C5ARN2 2480 bp 

C5eGFP 780 bp 

ARN2 3130 bp 

 

Ensamblaje Gibson 

Tras haber aplicado la metodología de ensamblaje Gibson, o alternativamente, la 

de NEBuilder HiFi, se espera el correcto acoplamiento de cada segmento dentro del 

vector pGreen. Esto se comprueba realizando una PCR de cada segmento, con los 

primers especificados en las tablas 17. Al realizar una electroforesis, se espera obtener 

resultados similares a los que se muestra en la figura 23, que es una simulación llevada 

a cabo en un gel de agarosa al 1%. La electroforesis se ha realizado a 100 V, durante 

30 minutos, utilizando el buffer TAE. El tamaño esperado de cada amplicón se 

especifica en la tabla 30. 

Figura 23 

Electroforesis de plásmidos 

 

Nota. 1: pARN1. 2: pARN3. 3: pC1ARN2. 4: pC2ARN2. 5: pC3ARN2. 6: pC4ARN2. 7: 

pC5ARN2. 8: pARN2 
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Tabla 30 

Tamaño de los amplicones obtenidos tras ensamblaje 

Plásmido Primer Secuencia Tm %GC Amplicon 

pARN1 pARN1_FW gcagattaccgccaactcag 58 55 3982 pb 

 pARN1_RV AAGTCGTGTCTTACCGGGTT 58 55  

pARN3 pARN3_FW gatcggagggaggattctgg 57 60 2806 pb 

 pARN3_RV AAGTCGTGTCTTACCGGGTT 58 50  

pC1ARN2 pC1ARN2_FW cttgtacagctcgtccatgc 57 55 3592 pb 

 pC1ARN2_RV CTTCCGGCTCGTATGTTGTG 58 55  

pC2ARN2 pC2ARN2_FW cttgtacagctcgtccatgc 57 55 3501 pb 

 pC2ARN2_RV CTTCCGGCTCGTATGTTGTG 58 55  

pC3ARN2 pC3ARN2_FW cttgtacagctcgtccatgc 57 55 3259 pb 

 pC3ARN2_RV CTTCCGGCTCGTATGTTGTG 58 55  

pC4ARN2 pC4ARN2_FW cttgtacagctcgtccatgc 57 55 3261 pb 

 pC4ARN2_RV CTTCCGGCTCGTATGTTGTG 58 55  

pC5ARN2 pC5ARN2_FW cttgtacagctcgtccatgc 57 55 3261 pb 

 pC5ARN2_RV CTTCCGGCTCGTATGTTGTG 58 55  

pARN2 pARN2_FW caacacgatcagtagcacgg 58 55 2921 PB 

 pARN2_RV CAGGCCGCGATTAAATTCCA 57 50  

 

Según las instrucciones del fabricante, al realizar el proceso de ensamblaje de 

Gibson, se espera una eficiencia superior al 90% en los controles, pero este valor puede 

variar según las carácterísitcas de la bacteria, la eficiencia de transformación en función 

del protocolo que se utilice y las condiciones de crecimiento. En A. tumefaciens, se ha 
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reportado una eficiencia de hasta el 80% de colonias que muestran la presencia del 

plásmido libre de errores (Tuo et al., 2017). Se ha reportado que la aplicación del 

Nebuilder HiFi, puede dar un incremento en la eficiencia de hasta 10% (Birla & Chou, 

2015). 

Electroporación en A. tumefaciens 

La eficiencia de transformación se calcula tras sembrar las células competentes, 

en medio Agar-LB con Kanamicina a 50 µg/mL y Rifampicina a 50 µg/mL. Se cuenta el 

número de colonias que se forman tras dos días de incubación y el resultado se expresa 

como unidades formadoras de colonias (CFU)/µg de ADN (Kámán-Tóth et al., 2018). La 

cantidad de ADN se calcula en la formación de la concentración del plásmido que se 

utilizó para la transformación. 

Colony PCR 

Tras haber transformado los plásmidos en A. tumefaciens, se aplica el protocolo 

de PCR para confirmar la presencia e integridad de los plásmidos. Los resultados de 

electroforesis deben coincidir con los presentados en la figura 23  y los amplicones 

deben tener el tamaño descrito en la tabla 30. 

Agroinfiltración de CMV en A. thaliana 

Tras la inoculación de CMV en A. thaliana, mediada por agroinfiltración, se 

espera que se produzca una infección sistémica en la planta. Tras 10 días de 

inoculación se espera el desarrollo de síntomas de mosaico en las hojas inoculadas a 

consencuencia de la presencia viral en los meristemos apicales y una acumulación de la 

proteína CP (Ryu et al., 2004). La acumulación de CP es un indicador de la alta carga 

viral, que se espera cuantificar por qRT-PCR. A los 7 días de inoculación también se ha 

reportado la presencia del virus en primordios florales. Tras 42 días se da una limitación 

de crecimiento, reducción de biomasa e inhibición de floración (Zhang et al., 2017). A 
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los 14 días se puede presentar una deformación pronunciada de las hojas y el virus se 

podría expander a los brotes en desarrollo. Dependiendo de la severidad de la 

infección, la expansión del virus se puede acelerar provocando marcados efectos a los 

21 días, que incluyen el marchitamiento de la mayoría de hojas y disminución de su 

tamaño (Elsharkawy et al., 2013). 

Visualización del movimiento de CMV recombinante dentro de A. thaliana por 

fluorescencia 

En relación al CMV recombinante capaz de expresar eGFP, se espera que tenga 

una dinámica de infección similar al Wild-Type, siguiendo las mismas etapas que se 

describieron previamente. Se puede establecer que el virus es válido para el objetivo de 

estudio, cuando este es capaz de provocar una infección sistémica, sin una pérdida 

temprana de fluorescencia. En las figura 24 y 25, se muestra el fenotipo de una planta 

infectada con CMV y como se esperaría que fuera la visualización del virus mediante 

microscopía de fluorescencia.  

Figura 24 

Efectos de CMV en A. thaliana

 

Nota. A y B: visualización por microscopía de fluorescencia de la ubicación celular de 

CMV expresando GFP, modificado de (Watt et al., 2020). C: efectos de CMV en el ecotipo 

Col-0. D, efectos de CMV en el ecotipo sgs3. Modificado de (Zhang et al., 2019). 
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Figura 25 

Visualización de virus fluorescente en A. thaliana 

 

Nota. Observaciones de Turnip mosaic virus (TuMV) que expresa GFP. Se espera que 

los resultados obtenidos tras la ejecución sean similares tras excitación con luz UV. 

Modificado de (Zhang et al., 2019). 
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Capítulo V: Discusión 

Caracterización de las nanopartículas sintetizada 

El cambio de coloración que se produce en la mezcla de reacción, tras la 

incubación, se puede utilizar como un indicador del progreso de síntesis, que se detiene 

cuando la reacción se ha completado (Naseer et al., 2020). Este fenómeno se produce 

por la incitación de vibraciones en la superficie de los plasmones de las ZnONP, lo cual 

interviene en las propiedades de reflexión de luz (Ezealisiji et al., 2019).  

Los factores que mayor influencia tienen en las propiedades de las NP son el pH 

y temperatura de reacción (Rahaiee et al., 2020). Se ha establecido que a una mayor 

temperatura de síntesis, disminuye el tamaño de la NP, por lo que se sugiere una 

temperatura de incubación no mayor a 60°C (Talam et al., 2012). Se recomienda 

mantener niveles de pH básicos, puesto se ha evidenciado una mayor eficiencia de 

reducción en este tipo de entornos (Akintelu & Folorunso, 2020). Se ha establecido que 

las ZnONP sintetizadas a un pH superior a 10, tienden a presentar un mayor tamaño, en 

base a los estudios reportados en el Anexo 1. De acuerdo con (Thi et al., 2020), se 

recomienda someter al producto de reacción, a una temperatura de calcinación por 

encima de 700°C, puesto que se evidencia la formación de ZnONP con un tamaño 

superior a 50 nm, lo cual es una característica deseada para la realización de este 

proyecto. Este incremento de tamaño dependiente de la temperatura, se debe a la 

expansión de la estructura cristalina de las ZnONP (Bala et al., 2014). El tamaño de la 

ZnONP se puede dar en dependencia de la cantidad de grupos reductores que contiene 

el extracto vegetal, de modo que al existir más grupos reductores, se tiene una mayor 

eficiencia de reducción, que da lugar a la formación de NP más pequeñas (Naseer et 

al., 2020). 

Se considera que los grupos presentes en los extractos vegetales, generalmente 

flavonoides, alcaloides, carotenoides, polifenoles, son los encargados de la reducción 
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de los iones Zn+2 y actúan como agentes estabilizantes y protectores (Ezealisiji et al., 

2019; Naseer et al., 2020). La presencia de estos grupos se comprueba con el análisis 

de FTIR, el cual puede dar evidencia de la presencia de diversos compuestos, en 

función de las frecuencias encontradas, que se muestran en la tabla 28.  En base a las 

conclusiones establecidas por (Bhumi & Savithramma, 2014; Luque et al., 2018; Thi et 

al., 2020), se puede inferir que el mecanismo de síntesis inicia por la ionización de la sal 

de Zn, que libera Zn+2 al medio acuoso. Los iones Zn+2 interactúan con los electrones 

libres de los compuestos orgánicos presentes en el extracto vegetal, formando 

complejos, que ante la influencia de una temperatura superior a 400°C se separan, 

dando como resultando las NP de ZnO. De este modo los principios activos del extracto 

vegetal actúan como agentes reductores que permiten la transición de Zn+2 a ZnONP.  

Análisis de UV-Vis 

El ensayo de espectroscopia UV-Vis comúnmente se utiliza para la 

caracterización de ZnONP obtenidas por síntesis verde, puesto que permite comprobar 

su formación según el SPR. El aparecimiento del SPR se da por la interacción entre la 

luz y los electrones libres de la superficie de las NP, que produce ondas 

electromagnéticas evanescentes que tienen un máximo de absorción en el rango de 

300-400 nm (Santorum, 2017). La localización del SPR puede variar en función de las 

propiedades ópticas, la forma y el tamaño de la NP (Tomaev et al., 2019). El SPR 

promedio obtenido de los datos listados en el Anexo 1, tiene un valor de 46.7±31.2, que 

se encuentra dentro del rango establecido para ZnONP de 289-385 nm (Rajakumar et 

al., 2018).  El valor de absorbancia que presenta el SPR, depende en gran medida del 

tamaño de las ZnONP, de modo que su valor aumenta al incrementarse en 15-40 nm el 

tamaño de la NP (Goh et al., 2014).  
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Observaciones de TEM y SEM 

Las ZnONP obtenidas por síntesis verde pueden adquirir una forma esférica o 

hexagonal en dependencia del precursor vegetal que se utilice. Las ZnONP por 

naturaleza presentan una estructura hexagonal, confirmada por análisis de XRD, pero 

pueden adquirir formas esféricas debido a la presencia de los grupos funcionales 

adsorbidos en su superficie (Dhandapani et al., 2020). La forma esférica también puede 

ser resultado de la adsorción de proteínas y péptidos. No solo la presencia de grupos 

activos es responsable de la reducción de los iones Zn+2, sino que además se puede 

dar la reducción por parte de proteínas. La presencia de grupos C-H y N-H puede 

sugerir una adsorción de proteínas, péptidos y aminoácidos, lo cual es una 

característica deseable, porque proveen estabilidad a las Zn y evitan su aglomeración 

(Naseer et al., 2020; Ramesh et al., 2015). La aglomeración de ZnONP es un fenómeno 

que ocurre frecuentemente, dado por la atracción electrostática que existe entre cada 

NP. La tendencia a la formación de cúmulos puede presentar efectos indeseables como 

una limitación en la movilización de las ZnONP y una interferencia en la interacción con 

otras moléculas (Fatehah et al., 2014). La dinámica de aglomeración parece ser distinta 

en relación al precursor de Zinc que se utiliza. (Divya et al., 2013; Fakhari et al., 2019) 

han reportado que al utilizar Acetato de Zinc se da evidencia una mayor aglomeración, 

adquiriendo formas de racimos, en comparación con Nitrato de Zinc que presenta una 

menor aglomeración en forma de varas.  

Análisis de XRD 

Cada pico se evalúa de manera independiente y debe producir un tamaño del 

dominio alcristalino consistente. El Dp no es necesariamente igual al tamaño de 

partícula, porque la misma puede ser policristalina, teniendo varios dominios cristalinos. 

Los valores de plano permiten determinar la pureza de la muestra, puesto que la 



104 
 

presencia de picos adicionales evidencia la presencia de impurezas(Begum et al., 

2018). Es posible que se presenten picos que no corresponden a los característicos de 

ZnO, que pueden ser resultados de la cristalización de fases bioorgánicas provenientes 

del extracto vegetal, adheridas en la superficie de las ZnONP (Roshitha et al., 2019).  

Análisis de FTIR 

La información obtenida tras el análisis de FTIR permite inferir que clase de 

grupos funcionales provenientes del extracto vegetal estuvieron involucrados en la 

síntesis de ZnONP. Al análisis de las ZnONP se le puede complementar un análisis 

previo del extracto vegetal puro, de modo que se pueda determinar que grupos 

funcionales se mantuvieron en el proceso de síntesis (Ezealisiji et al., 2019). Para la 

caracterización de las ZnONP se ha utilizado también la técnica de Dispersión Dinámica 

de Luz (DLS), pero no se recomienda su aplicación en este trabajo porque la 

información provista por los demás ensayos mencionados previamente es suficiente 

para establecer las características de las ZnONP. Además se ha reportado que esta 

técnica es significativamente menos precisa en la medición de la distribución del tamaño 

promedio de las NP (Hondow et al., 2012). 

Establecimiento de los cultivos de A. thaliana. 

La dinámica normal de crecimiento que se espera para un cultivo de A. thaliana 

ecotipo Col-0 se describe a continuación en base a las etapas de formación descritas 

por (Boyes et al., 2001). Tras sembrar la semilla en el sustrato apropiado, se espera que 

surja la radícula después de 4.3 días y el hipocotiledón y cotiledón, después de 5.5 días. 

Los cotiledones se pueden encontrar completamente abiertos a los 6 días y aparecen 

las dos primeras hojas a los 12.5 días. Se espera la formación de hasta 14 hojas, con 

una longitud superior a 1 mm, dentro de 25.5 días. La roseta alcanza su crecimiento 

completo a los 29.3 días. La primera flor empieza a aparecer a los 26 días y se abre a 
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los 31.8 días. El proceso de floración se completa a los 49.4 días. La senescencia inicia 

después de la maduración de los frutos que se presentan como silicuas lineares, a los 

48 días. Dentro de cada silicua se puede encontrar hasta 30 semillas. (Lièvre et al., 

2016; Wieters et al., 2021). 

Se puede presentar variaciones a los tiempos establecidos en este estudio, 

debido a las diferencias en las condiciones. Para este caso se considera condiciones 

ambientales estándar con un fotoperiodo de 16 horas. La pérdida de viabilidad de los 

mutantes Zip5 y Zip3xZip5, puede darse como consecuencia de la mutaciones del gen 

que han sufrido estas plantas, lo cual generalmente tiene repercusiones en la 

morfología y el tiempo de desarrollo (Masson & Paszkowski, 1997). También se pudo 

presentar un menor índice de germinación porque las condiciones a las que fueron 

sometidos los cultivos no fueron apropiadas para estas variedades. 

Citotoxicidad de las nanopartículas en A. thaliana 

La citotoxicidad de las ZnONP es un aspecto importante a evaluar, no solo por la 

interferencia en los ensayos que se puede presentar en el trabajo de investigación, sino 

por el potencial riesgo de contaminación que representa la liberación de estas NP. Se 

conoce que anualmente se libera un promedio de 101 a 1000 toneladas de este 

material, por su inclusión en cosméticos y pinturas, lo cual puede causar efectos 

adversos en pequeños vertebrados, invertebrados, organismos acuáticos y plantas (Hou 

et al., 2018; Piccinno et al., 2011; Vimercati et al., 2020). Se espera que las ZnONP 

ejerzan una limitada toxicidad, debido a su naturaleza de síntesis verde, que ha sido 

descrita como menos tóxica en comparación a las resultantes de síntesis química 

(Hamed & Elsharkawy, 2019).  

Se ha demostrado que el grado de toxicidad que ejercen las ZnONP es 

dependiente de la concentración a la que se expone la planta (Lin & Xing, 2008). Esto 
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concuerda con los efectos reportados por (Lee et al., 2010). Los efectos fisiólogicos 

ejercidos por las ZnONP se dan por su facilidad de movimiento a través del 

plasmodesmo, la pared celular y la membrana plasmática (Arruda et al., 2015). Se 

sugiere que la toxicidad ejercida por las ZnONP, es producto del estrés que provocado 

por la NP, en función de su superficie, tamaño y forma (Brunner et al., 2006). Se 

especula que una parte de la toxicidad se debe a la presencia de iones Zn+2, que se 

liberan por la disolución de las ZnONP en el medio circundante, y que pueden afectar a 

la planta a partir de concentraciones superiores a 43 mg/L (Franklin et al., 2007; 

Paschke et al., 2000). (Lee et al., 2010) establece que en una concentración de 400 

mg/L de ZnONP, se libera 14.6 mg/L de Zn+2. En el estudio realizado por 

(Gopalakrishnan Nair & Chung, 2014), no se reporta un incremento en la concentración 

de Zn+2 en A. thaliana, tras la exposición a ZnONP, que se administró en el medio, a 

concentraciones inferiores a 200 mg/L. Sin embargo, si se presentó un incremento 

significativo de la concentración de los iones en las raíces. Esto se puede explicar por el 

factor de translocación de las ZnONP, que se refiere a la capacidad de movimiento 

desde las raíces a las hojas, y que en A. thaliana tiene un índice bajo, de 0.01 a 0.02 

(Lee et al., 2010; Raliya et al., 2015). 

El alto grado de inhibición en la germinación que se ha reportado en los estudios 

de (Gopalakrishnan Nair & Chung, 2014; Kellermeier et al., 2014; Lee et al., 2010) 

puede ser resultado del contacto directo de las semillas, con las ZnONP dispersas en el 

medio. Esto puede provocar que se dé un contacto con el embrión, tras ingresar a 

través de pequeños poros en la cubierta de la semilla (Van Dongen et al., 2003).  La 

reducción de la biomasa puede ser provocada por una disminución en la fotosíntesis, en 

un grado de 60%, a una concentración de 300 mg/L (Wang et al., 2016). A esta 

concentración también se produce una reducción en la tasa de respiración, con la 
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misma intensidad. Las alteraciones en el desarrollo radicular pueden darse a 

consecuencia de la disminución en los niveles de Fósforo, Potasio, Azufre y Cobre. El 

déficit de nutrientes en A. thaliana tiene como principales consecuencias la alteración en 

el desarrollo normal del sistema radicular (Kellermeier et al., 2014). 

Los análisis de expresión genética realizados en A. thaliana expuesta a ZnONP, 

muestran una sobreexpresión de los genes AtHMA3 y AtHMA4 en las hojas y un 

decremento general en la expresión de los genes de la familia ZIP (Gopalakrishnan Nair 

& Chung, 2014).  AtHMA3 produce una proteína asociada a metales pesados, que se 

encarga de desintoxicar a la planta mediante secuestro vacuolar, ante la presencia de 

metales pesados, (Morel et al., 2009). AtHMA4 ayuda en el transporte de Zn de la raíz a 

los brotes (Kendziorek et al., 2016). La famila de genes ZIP, influyen en el transporte de 

metales pesados inluyendo Zn (Zheng et al., 2018), y podría ser una respuesta para 

prevenir la acumulación en exceso de Zn. La variación de la expresión de estos genes, 

muestran las estrategias que usa A. thaliana ante la presencia de contaminantes y 

puede llevar al aparecimiento de efectos secundarios. 

Los efectos benéficos que presentan las ZnONP en ciertas especies vegetales, 

pueden darse como un efecto del ligero estrés provocado a bajas concentraciones, lo 

cual promueve la liberación de hormonas de desarrollo y aumento de la actividad 

metabólica. El incremento en el desarrollo también puede darse por la acción como 

cofactor que cumple el Zn (Moghadam et al., 2013; Thiruvengadam et al., 2015).  

En base a los estudios revisados, se espera que a la concentración más alta de 

1000 µg/mL, se produzcan efectos citotóxicos que puedan comprometer la integridad de 

la planta, pero a concentraciones menores a 100 µg/mL, el efecto citotóxico no sería 

muy pronunciado y por la estimulación en la respuesta inmune de la planta, se podría 

ver incluso efectos estimulantes. Debido a la baja tasa de translocación de las ZnONP, 
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no se esperaría afecciones considerables a la raíz, puesto que la aplicación se da por 

rociado foliar. A pesar de que se tiene una buena idea de los posibles efectos que 

tendrán las ZnONP en el cultivo, no se puede establecer conclusiones concretas, 

porque se pueden presentar variaciones debidas mayoritariamente a la composición del 

suelo, condiciones ambientales, condiciones propias de la planta y las características de 

las NP que se apliquen.  

CMV recombinante para la expresión de GFP 

Consideraciones para el diseño de CMV con expresión de GFP 

En diversos estudios se ha logrado expresar GFP en el vector viral de CMV, 

para estudiar la dinámica de su infección dentro de algunas plantas. (Canto & Palukaitis, 

1999) describen un ensamblaje de GFP en asociación con las proteínas de movimiento 

3A y CP.  Se evidenció una exitosa expresión de GFP en la cápside del virus, pero 

debido a que GFP altera la correcta expresión de 3A y CP, se pierde la movilidad del 

virus, limitando su distribución al punto de inoculación. De igual modo, en el trabajo 

realizado por (Fujiki et al., 2008), la expresión de GFP se hizo en el segmento ARN 3, 

bajo el promotor subgenómico de ARN 4 localizado aguas arriba del gen de movimiento 

CP. Sin embargo, bajo esa estrategia se reporta que se restringe el movimiento 

intercelular y la infección se limita a las hojas que son inoculadas, no habiendo una 

infección sistémica como se desea para este estudio. 

En el estudio realizado por (Krenz et al., 2015), se aprovechó una estrategia en 

la que se interviene el segmento de ARN 2, inicialmente propuesta por (Otagaki et al., 

2006; Matsuo et al., 2007; Takeshita et al., 2011), en la que se utiliza el promotor 

subgenómico que regula la transcripción del supresor de silenciamiento 2b, localizado 

en el 2 ARN. Esta estrategia ha mostrado ser más efectiva para mantener una 

expresión constante de GFP, al mismo tiempo que se asegura una infección sistémica 
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(Takeshita et al., 2011). Bajo esta estrategia se produce una porción truncada del gen 

2b, al disectar un tercio del gen, pero que a pesar de ello, su actividad se asemeja a la 

del WT. Sin embargo esta estrategia no resulto ser efectiva al ser probada en varias 

especies de Nicotiana y por tanto se propone probar algunos constructos en A. thaliana 

para determinar cual tiene mayor eficiencia en producción de GFP e infección sistémica. 

En los estudios realizados por (Krenz et al., 2015; Takeshita et al., 2011; X. Yang 

et al., 2018) se ha mostrado que el uso de Enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) 

facilita el seguimiento de la infección sistémica del virus, en comparación al uso de la 

GFP wild-type. El mutante eGFP fue diseñado inicialmente por (Cormack et al., 1996) y 

se caracteriza por presentar un aumento de 100 veces en la intensidad de emisión tras 

la excitación con luz UltraVioleta, lo cual se traduce en un brillo más acentuado, que 

hace más notoria su distribución en tejidos (Cinelli et al., 2000) 

Ensamblaje Gibson y Nebuilder HiFi 

La técnica de Gibson permite llevar a cabo una reacción de ligación entre varios 

segmentos, hasta un tamaño total de 300 Kb, en un solo paso, de manera isotérmica 

(Gibson et al., 2009). Esta técnica se basa en el principio de homología de productos de 

PCR con sobrelapamiento de 20 a 40 bp, de modo que al existir dos segmentos cuyos 

sobrelapamientos se complementan, se da una reacción de ligación que inicia por la 

generación de extremos cohesivos, tras la acción de una exonucleasa que escinde los 

nucleótidos de una de las cadenas, en dirección 5’. Posteriormente se da el 

alineamiento de los segmentos y una ADN polimerasa se encarga de incorporar los 

nucleótidos faltantes. Finalmente una ADN ligasa une covalentemente los segmentos de 

ADN. Todo el proceso se realiza a una misma temperatura, de aproximadamente 50°C 

(Gibson et al., 2009; Xia et al., 2019).  
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Es posible que se introduzcan errores en la secuencia tras el ensamblaje, a una 

tasa de 1 error por 50 moléculas de ADN que se unen (Gibson et al., 2009). Debido a 

que en este trabajo, se unen únicamente hasta 3 segmentos, es poco probable que se 

introduzcan errores en la secuencia. La limitada tasa de error de esta técnica de 

ensamblaje, se puede explicar por la protección que tiene la parte interna de cada ADN, 

al permanecer como doble cadena (Birla & Chou, 2015). 

El ensamblaje de Gibson ha sido previamente utilizado para la construcción de 

sistemas de virus recombinantes que expresan proteínas fluorescentes, entre los que se 

incluye Lettuce mosaic virus (LMV), Papaya ringspot virus (PRSV),  Papaya leaf 

distortion mosaic virus (PLDMV), Tomato blistering mosaic virus (ToBMV) (Blawid & 

Nagata, 2015; Bordat et al., 2015; Tuo et al., 2017).  

La técnica de ensamblaje NEBuilder HiFi, se ha diseñado en base a la 

metodología de Gibson, con la diferencia de que utiliza una polimerasa y una 

exonucleasa de mayor fidelidad (Rabe & Cepko, 2020). Presenta un incremento en la 

eficiencia de ensamblaje, con menor ocurrencia de errores, debido a la remoción de 

acoplamientos erróneos (Birla & Chou, 2015). Se ha descrito estas dos técnicas de 

ensamblaje porque para ambas se puede utilizar los mismos sets de primers y su costo 

es relativamente bajo. Es posible que se pueda presentar problemas de eficiencia de 

ensamblaje al usar la técnica de Gibson, y la presencia de errores debidos a una 

actividad endonucleasa inherente de la exonucleasa T5 (Rabe & Cepko, 2020). Se 

espera que al reemplazar el kit de Gibson por el de Nebuilder HiFi, se tenga una mayor 

eficiencia de ensamblaje, en caso de que no se tengan óptimos resultados con la 

técnica de Gibson (Birla & Chou, 2015). 

En relación a los cinco constructos propuestos, es posible que el constructo 1 

muestre una mayor expresión de GFP, pero no sea capaza de lograr una infección 
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sistémica, como se demostró en el trabajo de (Watt et al., 2020). Sin embargo no se 

puede establecer conclusiones concretas en sobre cuál de los constructos será capaz 

de inducir una infección sistemática al mismo tiempo que se asegura la expresión de 

eGFP. (Krenz et al., 2015) reportó diferencias en el comportamiento de cada constructo 

entre los hospederos. En Nicotiana tabacum, los constructos 2, 3 y 4 no produjeron 

infección sistémica. En Nicotiana clevelandii, ninguno de los constructos fue infeccioso y 

en Nicotiana benthamiana, se registró una infección sistémica para todos los 

constructos.  

Transformación en A. tumefaciens 

Se recomienda que tras haber concluido con el proceso de ensamblaje, los 

plásmidos resultantes sean transformados directamente en A. tumafeciens. Esto 

permite optimizar el tiempo de trabajo, evitando hacer una transformación previa en E. 

coli. También se ha demostrado que la inserción de algunos virus dentro de E. coli, 

produce toxicidad en la bacteria, disminuyendo la eficiencia de clonación (Bedoya & 

Daròs, 2010; Tuo et al., 2017). El plásmido pGreen es un vector de alto número de 

copias que puede generar toxicidad, pero que muestra ser estable en A. tumafeciens,  

por la capacidad de esta bacteria de soportar altos niveles de toxicidad (Hellens et al., 

2000). 

Agroinfiltración  

Existen diversas estrategias para la inoculación viral en planta, siendo las más 

populares, la inoculación Sap o por daño mecánico, y la agroinfiltración. Para este 

estudio se ha optado por la agroinfiltración, debido a que este sistema de entrega viral 

permite simular las condiciones naturales de infección y se asegura la integridad de los 

genomas virales (Choi et al., 2018; Seo et al., 2009). Además, debido a que se busca la 

expresión de eGFP, es necesario inocular el virus dentro de un vector, de modo que se 
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disminuya el riesgo de perder el gen de eGFP por recombinación (Liao et al., 2015; Seo 

et al., 2008). 

Efecto de las nanopartículas en el movimiento de CMV en A. thaliana 

El efecto que pueden tener las ZnONP en la respuesta hormonal de A. thaliana, 

ha sido estudiado por (Vankova et al., 2017), y se ha encontrado que a concentraciones 

superiores a 20 mg/L, disminuye la producción de auxinas y citoquininas en los brotes, y 

también hay un aumento de las hormonas de estrés, cis-zeatina y ácido abscísico, en 

hojas y ápices. La expresión de estas hormonas sugiere una estimulación en los 

mecanismos de defensa de la planta, lo cual puede traer como consecuencia una mayor 

eficiencia en la supresión de ciertos fitopatógenos. 

Se ha reportado varios efectos que ejercen las ZnONP a nivel intracelular, que 

incluyen: un aumento de las especies reactivas de oxígeno seguido de un incremento 

en la actividad de las enzimas antoxidantes, sobreexpresión de proteínas de respuesta 

a daño y chaperoninas, y sobreexpresión de genes involucrados en la reparación de 

ADN (Gopalakrishnan Nair & Chung, 2014; Vankova et al., 2017; L. Zhao et al., 2012).  

La respuesta antiviral que se puede presentar en la planta tras la aplicación de 

las ZnONP, puede darse por el estrés oxidativo que induce las NP, y que provoca un 

aumento de moléculas antioxidantes (Zafar et al., 2016). La respuesta ante el estrés 

oxidativo que se da en la planta puede activar mecanismos de inmunidad que 

contribuyen a la respuesta antiviral  

 Abdelkhalek & Al-Askar (2020) investigaron el efecto de las ZnNP sobre la 

expansión de TMV en Datura stramonium y se reporta que tras la aplicación ZnNP, a 

una concentración de 100 µg/mL, se da una disminución en el número de lesiones, una 

mejora en el crecimiento de la planta y una menor carga viral. Se evaluó también el 
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efecto de la aplicación previo a la infección y post infección, y se muestra que ambas 

estrategias tienen eficacia antiviral. Cuando se juntan ambas estrategias se puede 

observar hasta un 90.21% de reducción en la carga viral. Cai et al., (2019) reporta una 

inhibición en la expansión viral de Tobacco mosaic virus (TMV), en Nicotiana 

benthamiana, tras la aplicación foliar de ZnONP por 12 días, posiblemente por la unión 

de la NP con la envoltura glicoproteíca del virus. 

Se ha revisado estudios sobre el efecto antiviral que tienen las ZnNP en 

diferentes hospederos y en base a esos resultados se puede hipotetizar que se espera 

una reducción en la expansión viral tras la aplicación de las ZnNP, habiendo una mayor 

eficacia cuando se lo aplica como tratamiento preventivo. No se pueden establecer 

conclusiones sobré el efecto de las nanopartículas sobre CMV en A. thaliana, porque 

ningún estudio se ha realizado con el virus y el hospedero que se propone en este 

proyecto. 
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Capítulo VI: Conclusiones 

Se ha realizado una evaluación teórica del posible efecto inhibitorio que ejercen 

las nanopartículas de zinc, en el movimiento de Cucumber mosaic virus, dentro de 

Arabidopsis thaliana. Se ha encontrado que hay una alta probabilidad de inhibición del 

virus, dado por la potenciación de respuestas inmunitarias en la planta ante los efectos 

de estrés que inducen las nanopartículas. 

Se ha recopilado y analizado información obtenida de trabajos de investigación 

científica, y se ha establecido una base teórica que permite explicar los mecanismos de 

síntesis de nanopartículas de Zinc, la importancia de su caracterización, su posible 

efecto citotóxico y el rol que cumplirían en su uso como tratamiento antiviral.  

Se ha definido los protocolos requerido para cada fase de la investigación, de 

modo puedan ser ejecutados posteriormente en un trabajo experimental.  

Se ha diseñado un clon infeccioso de Cucumber mosaic virus que exprese de la 

proteína verde fluorescente (GFP) en su cápside y se ha definido la metodología que 

permitiría su construcción en laboratorio. 
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Capítulo VII: Recomendaciones 

Se recomienda probar la efectividad de los clones infecciosos de CMV 

propuestos en este estudio, también en Nicotiana Benthamiana, como una forma de 

control debido a la eficacia que se ha reportado en esta especie de ser infectada por 

versiones recombinantes de CMV. 

Se recomienda hacer un estudio de modelamiento molecular, para investigar la 

posible interacción entre las ZnONP con la proteína de movimiento del virus.  

Para la síntesis de ZnONP, se recomienda hacer un análisis de FTIR, del 

extracto vegetal, de modo que se tenga información de los grupos funcionales 

encontrados en la planta. Esta información permitiría determinar qué grupos funcionales 

pudieron estar involucrados en la reducción, al hacer una comparación con los 

resultados de las NP.  

Para los ensayos de citotoxicidad, se recomienda priorizar la evaluación de los 

efectos fisiológicos.  
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