UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE AGRONOMIA

DEPARTAMENTO DE FITOMEJORAMIENTO

Comparacion del Efecto de Nanoparticulas Comerciales y Sintetizadas de
Oxido de Zinc sobre Parametros de Calidad Fisiol6gica en
Semillas de Maiz (Zea mays L.)

Por:

ROSA MARIA CHAVEZ MENDOZA

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO AGRONOMO EN PRODUCCION

Saltillo, Coahuila, México

Febrero 2018



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE AGRONOMIA
DEPARTAMENTO DE FITOMEJORAMIENTO

Comparacién del Efecto de Nanoparticulas Comerciales y Sintetizadas de
Oxido de Zinc sobre Parametros de Calidad Fisiolégica en
Semillas de Maiz (Zea mays L.)

Por:

ROSA MARIA CHAVEZ MENDOZA

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:
INGENIERO AGRONOMO EN PRODUCCION

Aprobada por el Comité de Asesor,

; ;M 2 2

Dra. No a Angeélica Ruiz Torr

Asesor Principal

o

Dr. Rigardo Hugo Lird Saldijar fallegos Morales
Coases : Zoas:

/,‘;&\i‘r\ AWy

= &L
/Gﬁ{,' §/s Moralesc@f,é’

Saltillo, Coahuila, México
Febrero 2018



AGRADECIMIENTOS
A DIOS

Por la gracia de mi vida, por la maravillosa oportunidad de concluir mi carrera
profesional que, durante afios fue uno de los suefios mas anhelados, por darme fuerza
para resistir las dificiles pruebas y por mantenerme cerca de mi familia alin a pasar de

la distancia puesta de por medio para alcanzar este logro.

A MIS PADRES:
Marcos Chavez Villegas y Andrea Mendoza Garcia

Por su amor incondicional y su incansable apoyo durante todas las fases de este
importante logro, por alentarme a luchar por mis suefios, por estar ahi siempre que
mas los necesité, por recordarme a cada momento que en la vida lo que mas cuesta
es lo que realmente vale la pena y que cuando mas oscuro se muestra el panorama
es porgue ya esta a punto de amanecer. Gracias por darme la vida, por estar conmigo
y ser para mi, sin lugar a duda los mejores padres del mundo, el motor que me impulsa
a progresar, la base sobre la cual pude levantarme siempre de cada caida, gracias por

ser mi sostén, mi pilar y el mejor regalo que Dios me pudo brindar.
A MIS HERMANOS: Gracy, Marquitos, Aby, Carlitos y Mely

Por ser ustedes la mayor fuente de inspiracion, porque en ustedes encontré siempre
la fuerza necesaria para seguir adelante en cada reto que parecia que no iba a poder

superar. Gracias por ser parte de mi vida.
A Juan Herrera Aguilar

Por ser tl una de las partes esenciales para conseguir este suefio, por motivarme a
seguir adelante todas las veces que me quise rendir, por tus palabras de aliento y por
haber estado conmigo a cada instante, por todos los bellos momentos que
compartimos juntos durante esta travesia, por tu amor y todas las alegrias que has

traido a mi vida.



Con profundo agradecimiento a mi ALMA MATER Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro por abrirme las puertas y acogerme calidamente durante estos afios,

por darme la oportunidad y la dicha de formarme profesionalmente.

Al Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA) por brindarme la oportunidad

de realizar este proyecto y por todas las facilidades otorgadas durante su ejecucion.

A la Dra. Norma Angélica Ruiz Torres por darme la oportunidad y la confianza de
realizar esta tesis, por su amistad y sus consejos, y por el tiempo que me dedico para
conseguir llevar este proyecto hasta el final.

Al Dr. Ricardo Hugo Lira Saldivar por su apoyo incondicional y su valiosa asesoria,
porque con sus consejos supo guiarme y alentarme a ir en busca de seguir creciendo
como persona y preparandome para mejorar y afrontar los retos venideros. Gracias

por sus valiosas aportaciones para la elaboracion de esta tesis.

Al Dr. Gabriel Gallegos Morales por la dedicacion y atencion que de manera amable
supo brindarme como coasesor, porque sus recomendaciones me ayudaron a

enriquecer este trabajo.

Al Mc. Josué Israel Garcia Lopez por su colaboracion y contribucion en el desarrollo
de esta investigacién, gracias por sus generosas aportaciones para mejorar este

trabajo.

A la familia Herrera Aguilar por abrirme las puertas de su hogar y por apoyarme
siempre, en especial a la sefiora Consuelo Aguilar por su carifio y aprecio, y al sefior
Angel Herrera () que, aunque ya no estéa fisicamente con nosotros vivira para siempre

en nuestros corazones.

Al Ing. Diego Felipe Cardenas Patifio porque es una de las personas que mas ha
dejado huella en mi vida y porgue es gracias a €l que conoci a la que durante todo este
tiempo fue mi casa de estudios, gracias por su ayuda incondicional y por motivarme a

ir en busca mis suefos.



Al Dr. Humberto de Leon Castillo por ser parte fundamental de mi formacién
académica, por creer en miy exhortarme a hacerle frente a las dificiles circunstancias
que se fueron presentando en el camino con valor y confianza en mi misma, gracias

por sus sabios consejos y por todo el aprecio que siempre supo manifestar.

Al Mc. Arnoldo Oyervides Garcia por sus ensefianzas y por exhortarme siempre a ir

en busca de desempefiar mi profesion con orgullo y amor.

A mi tutora la maestra Martha Elena Ochoa Balderas por su gran amabilidad, por estar

siempre al pendiente de mis inquietudes y necesidades durante mi carrera.

A doiia Rosa (), Janeth y Everardo Reyes por abrirme las puertas de su hogar al inicio

de este anhelo, por su amistad y el apoyo manifestado en todo momento.

A mis comparfieros de la Generacion CXXIV (2013-2017), por permitirme aprender de
ustedes, por todas las muestras de apoyo y compafierismo, y por los lindos momentos
gque compartimos juntos a lo largo de estos cuatro afios, por la voluntad de
mantenernos siempre unidos a pesar de las diferencias y por ser verdaderos

comparieros en el camino.

A mis amigos Araceli Alva, Yazmin Cabrera, Citlalli Matus, Luis Hernandez, Roberto
Hernandez, Héctor Hernandez, Rodrigo Grimaldo, José Luis Barrientos, Miguel
Tafolla, Jorge Espinoza, David Hernandez, Carmen de Loera, Alondra Sanchez y Luz
Ramirez, por compartir conmigo durante nuestra carrera tristezas, alegrias, triunfos y
suefos, por cada sonrisa, cada palabra de aliento, por ser ustedes parte de una
segunda familia que se formo en este sitio, por esa gran amistad que siempre supieron

brindarme y por la cual los voy a llevar para siempre tatuados en el corazén.

A mis profesores: porque con sus conocimientos contribuyeron a mi formacion
personal y académica, porque a pesar de que muchas veces fueron ustedes la causa
de mis desvelos y del hecho de querer salir huyendo, hoy que concluyo esta etapa de
mi vida comprendo que sin sus exigencias y sus valiosos consejos no habria

conseguido llegar al final del camino.



DEDICATORIA
A DIOS
Por ser mi guia en todo momento, por cuidarme, acompafarme y ser luz en mi camino.
A MIS PADRES

Con carifio y amor por ser ustedes lo que yo mas amo en este mundo, porgue son mi
mayor motivo para sonreir y salir adelante siempre y porque nunca me voy a cansar

de agradecerles por todo lo que me han dado en la vida.

Andrea Mendoza Garcia

A ti mami por creer en mi y ser el angel mas grande que Dios me puso en el camino,
por ser mi mejor amiga, mi guerrera incansable, mi modelo a seguir, mi valiente vy fiel
compafiera en todas mis desventuras y mis aciertos, porque siempre has estado ahi
para mi con los brazos abiertos. Te dedico este logro que es también tuyo porque
siempre me has acomparfiado en todo el camino, porgue en ti encuentro la fuerza para
levantarme ante mis tropiezos y porque eres la persona que yo mas admiro en el

mundo, infinitas gracias por tu entrega total e incondicional.

Marcos Chavez Villegas

A ti papi te dedico este logro porque siempre estuviste dispuesto a apoyarme, en todos
mis anhelos, por respetar siempre mis decisiones y luchar conmigo para conseguir
este suefo, por sentirte siempre orgulloso de mi y ser el héroe de mi vida, por tu
confianza y entrega para sacarnos a mi y a mis hermanos siempre adelante, este logro
también es tuyo porque sin ti no habria llegado tan lejos, eres mi orgullo y mi ejemplo

a seguir hoy y siempre.



A MIS HERMANOS:
Graciela, Marcos, Abigail, Juan Carlos y Melissa

Porque son los mejores hermanos, los que siempre quise tener, porque son parte
esencial de mivida y porque ha sido una dicha enorme compartir mi infancia a su lado.

Gracias por estar conmigo siempre.
A Mary Chavez Mendoza (1)

A ti hermanita porque eres el angel que desde el cielo nos cuida y porque a pesar de

gue partiste muy pronto eternamente estaras presente en mi vida.
A Juan Herrera Aguilar

Con amor por darme la oportunidad de compartir este suefio contigo, por todos los
momentos maravillosos que he vivido a tu lado, por secar mis lagrimas y esmerarte
siempre en cambiar mis tristezas por alegrias, porque el amor que nos une es infinito
y uno de los mejores regalos que Dios me ha podido dar. Gracias por tu apoyo

incondicional.
A mis amigos:
Araceli, Yazmin, Citlalli, Luis, Roberto, Héctor y Rodrigo.

Por su apoyo y amistad durante mis estudios profesionales, por ser mas que mis

mejores amigos y compartir conmigo momentos inolvidables.

A mis familiares y a todos aquellos que creyeron en mi, a quienes a pesar de la
distancia siempre supieron ser fieles amigos en las alegrias y en las penas, a todos
los que formaron parte de parte de este suefio. Mi eterno agradecimiento por ayudarme
a convertirme en la persona que ahora soy y por el apoyo manifestado para alcanzar

de manera exitosa esta meta.



TABLA DE CONTENIDO

INDICE DE CUADROS ......oouiiieite ettt ettt ettt ettt et e e testeesaeteetestesaeansestesreareaneas iii
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ettt ettt e ete st e e eaeetesteets e s eeaeatesaeeseeneeareareaneas iv
INDICE DE ANEXOS ..ottt ettt ettt ettt te et et et e e teate et eeaestaevesnseteateareenens %
L S 0| PP 6
L. INTRODUGCCION ...ttt ettt ettt et eeteeae e e eaeeteateaneeneesaeareereanens 8
1.1 ODJELIVO GENEIAL......ccciieeeeeiee e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e arrs 10
1.2 ODjJetiVOS @SPECITICOS ...eeiiiiiiiiiiiii ettt a s 10
I o 1110 (=1 USSP 10
[ REVISION DE LITERATURA ..ottt ittt ettt ettt ete et atestaasee e stesreanens 11
2.1 Origen de la NANOteCNOIOGIA ........cuvuuiieii e e e e e 11
2.2 ESCAla NANOMELIICA ..o 12
2.3 La nanotecnologia y SU iMPOIANCIB............ceuuuiiiiiiieeeeeceeiiiiiie e e e e e e e e eeaaeans 12
2.4 Definicion de NanopartiCUIAS .............coiiiiiiiiiiiiiei e 14
2.5 Sintesis de NANOPAItICUIAS..........couiiiiiii e e e aa 15
2.6 MELOAOS 0 SINLESIS ....cieei e 15
2.6.1 MELOAOS FISICOS ... eee et 15
2.6.2 MELOAOS QUIMICOS ....eeeeeiiieeeiieiitte et e e e ettt e e e e e ettt e e e e e e e e et b e e e e e e e e e e annneeeees 16
2.7 Propiedades y tipos de nanopartiCulas .............cccoeeeeeiiiiiiiiiiiii e 17
2.7.1 Nanoparticulas SEMICONAUCTONAS .......iieeiiiiiiiiiiee e ee e et e e e e e e e e eeaaans 17
2.7.2 Nanoparticulas Magn@tiCaS. .........uueiiiiiiiiiiiiiiiii et e e e e e 17
2.7.3 Nanoparticulas MeEtAliCAS..........cuuuuiiiii e 17
2.8 Sintesis de nanoparticulas MEetAliCaS...........c.uuveiiiiiieeiii e 18
2.9 Nanoparticulas de OXidO A€ ZINC ......uuceiieiiiiiiicee e 18
2.10 Aplicaciones nanotecnoldgicas en la agricultura ................eeeeeeeeiiiiiiiiiieeieee e 19
2.11 Aplicacién de nanoparticulas metalicas en plantas .........cccccooeeeviiiiiiiiiiiieeeee e, 20
P O R 1= 4 311 =T o | USRI 20
2.11.2 Aplicacion@S fOlIAIrES ......cocceiieeeeeee e 21
2.11.3 NaNOFEItIlIZANIES ....cevvieei e e e e e e e e e e e e e e aannaa s 21
2.11.4 Plaguicidas NANOMELIICOS ....ccceeeeeeeeeee e e e e e e e e 22
2.11.5 InhibiciOn MICrobiana ..........ccooeeieieee e 22
2.12 Vias de absorcion y movimiento de las nanopatrticulas en las plantas....................... 23



HI. MATERIALES Y METODOS .....oviiiieieeeete ettt ettt aveane e 24

3.1 Localizacidn del sitio @Xperimental.............uuuuiiiiiieiiiiiiie e 24
3.2 Material DIOIOQICO ...t a e 24
3.3 DiSefio @XPENMENTAL ..........cciiiiiiiee e e e 24
3.4 Tip0 de NANOPAITICUIA ......eeeiiiieiiiiiiieii e a e e 25
3.5 Establecimiento del BIOBNSAYO ......ccooeeeiiieiiiiie e 26
3.5.1 Germinacion de Semillas..............ccovviiiiiiiii i 26
3.6 Evaluacion del DIOEBNSAYO ..........uuuiiiiiieeiiieie et e e e 27
3.6.1 Variables @ValUadas............oouuiuiiiiiie e 27
3.6.2 Metodologia para la evaluacion de las variables..........ccooooiviiiiiiiiii e, 27
Q) VIigOr d€ geIMINACION ......eiiiiiieiiiiitiie ettt e et e e e e e e s s e e e e e e e e e annneeeees 27
b) Porciento de germiNaCiON .............eeiiiiiiiiiiiiiie e e e e e 28
¢) Porciento de plantulas anormMalesS.........c.ooevuiiiiiiiii e 28
d) Porciento de semillas SiN germiNar ...........couviiiiiiiiiiiiii e 28
e) Longitud media de PlIUMUIAL.............oiiiiiei e 28
f) Longitud media de radiCulan..............ooiiiiiiiiiiiieeeeiee e 29
Lo ) Rl o e (SN P =T = TET =T ot R 29
3.7 ANAlISIS del DIOBNSAYO ......coiiiiiiiiiiiei e 29
IV. RESULTADOS Y DISCUSION........ccuiiiiiecteiteee ettt ete e areaveenens 30
V. CONCLUSIONES ... 39
VI LITERATURA CITADA . ..o ei oottt ettt e e e e e e s st e e e e e e e e e st eaaeaeeeasnnsssnneaaaeens 41
R TR A1 1 P 47



INDICE DE CUADROS
Cuadro 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza para las variables evaluadas en

el bioensayo de germinacion de semillas de maiz (Zea mays L.), tratadas con NPsZnO.

Cuadro 2. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el bioensayo de
germinacion de semillas de maiz (Zea mays L.), tratadas con NPsZnO, por
(o0 o7 =T |1 - T3 T o IR 33
Cuadro 3. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el bioensayo de

germinacion de semillas de maiz (Zea mays L.), por tratamiento. ..................ccceeeeene 37



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. 1 Principales aplicaciones de la nanotecnologia (Avalos et al., 2013)......... 12
Figura 1. 2 Comparacion del tamafio de una nanoparticula respecto a la dimension de
algunos materiales y seres vivos en escala nanométrica (Passaretti et al., 2017).....14
Figura 1. 3 Métodos de sintesis de nanopatrticulas metalicas (Gomez, 2011)........... 16
Figura 1. 4 Estructura cristalina tipica de ZnO donde las esferas oscuras representan

al zinc y las claras al oxigeno (Pérez et al., 2008). .........ccovvvriiiiiiieeiiieiiicee e, 19



Anexo 1.

Anexo 2.

Anexo 3.

Anexo 4.

Anexo 5.

Anexo 6.

Anexo 7.

INDICE DE ANEXOS

Porciento de vigor de germinacion por tipo de NPsZnO y por concentracion.

..................................................................................................................... 47
Peso seco (mg/plantula) por tipo de NPsZnO y por concentracion............. 47
Longitud de plamula (cm) por tipo de NPsZnO y por concentracion............ 48
Longitud de radicula (cm) por tipo de NPsZnO y por concentracion........... 48
Porciento de vigor de germinacion por tipo de NPSZnO. ............ccooevvvvvnnnnn. 49
Peso seco (mg/plantula) por tipo de NPSZNO. .........cccccuvvvivinieniieiiiiinennnnnnnns 49
Longitud de plumula y de radicula (cm) por tipo de NPsZnO...................... 50



RESUMEN

Comparaciéon del Efecto de Nanoparticulas de Oxido de Zinc Comerciales y de

Ingenieria sobre Parametros de Calidad Fisiologica en Semillas de maiz (Zea mays L.)

El presente trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica de
Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas de la
Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), con el objetivo de evaluar
mediante un bioensayo el efecto de la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc
(NPsznO) de tipo comercial y de ingenieria de forma redonda, sobre parametros de
calidad fisiologica en semillas de maiz var. Jaguan, para determinar si promueven o

inhiben el vigor de germinacion y crecimiento de plantulas.

El bioensayo constd de tratamientos con dos tipos de NPs (NPsZnO comerciales y
NPsZnO de ingenieria tipo redonda), a seis concentraciones diferentes (0, 0.5, 1, 5, 10
y 50 ppm), cada tratamiento consté de 150 semillas fraccionados en seis repeticiones

de 25 semillas cada una.

Las semillas fueron colocadas en cajas Petri para ser asperjadas con las diferentes
concentraciones de cada tipo de nanoparticula, utilizando agua destilada como
vehiculo de aplicaciéon. En cada caja se afiadieron 20 ml de solucion, mientras que el
testigo (0 ppm) consistié Unicamente en agua destilada para inducir el proceso de
germinacion de las semillas, las cuales fueron sometidas a un proceso de imbibicion

por 24 horas.

Después del tratamiento con las NPs, las semillas fueron sembradas utilizando el
meétodo de germinacién entre papel, colocando las semillas entre dos hojas de papel
Anchor, humedecidas con agua destilada y dobladas a manera de “taco”, los cuales
se introdujeron en bolsas de plastico y se colocaron en una camara de germinacion a
una temperatura de 25°C, fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad a una humedad
relativa de 75%. El experimento se establecio en un disefio completamente al azar con

arreglo factorial 2 x 6; dos tipos de nanoparticula y 6 concentraciones.



Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza para determinar las
diferencias estadisticas entre tratamientos y concentraciones, posteriormente se
efectud una comparacion de medias utilizando la Prueba de Tukey a fin de establecer

el orden de eficiencia de los tratamientos, utilizando el programa SAS Inc. (2009).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que las plantulas mostraron una
mejor respuesta para la expresion del vigor de germinacion, peso seco de plantula y
longitud media de plumula y de radicula, al aplicar 0.5 ppm, lo cual indica que, a bajas
dosis se promueve un incremento notorio de estas variables, como resultado del

estimulo que las NPs generan durante los procesos de imbibicién y de germinacion.

Se observé que la aplicacidon de las NPsZnO estimula la promocién del crecimiento y
el desarrollo, al evidenciar un mayor tamafio de plantulas y un incremento en el peso
seco de las mismas y, al efectuar la comparacibn de medias entre tipos de
nanoparticula se encontro que las NPsZnO de ingenieria (redondas) manifestaron una
mejor respuesta en las variables vigor de germinacion y peso seco de plantula, sin
embargo, en el caso de la longitud media de plumula y de radicula, las NPsZnO
comerciales mostraron un mayor incremento en los valores obtenidos para las

diferentes concentraciones empleadas.

En este estudio se deja ver la posibilidad de generar un incremento en la respuesta
fisiolégica de los diversos cultivos, a través de la evaluacion de variables asociadas
con el crecimiento durante el proceso de germinacion, asumiendo que la concentracion

optima depende del tipo de NPs que se esté empleando y de la especie en estudio.

Palabras clave: nanoparticulas, éxido de zinc, vigor, germinacién, peso seco, pliumula

y radicula.



l. INTRODUCCION

El maiz es uno de los cultivos mas importantes en México, no solo por ser
Centro de Origen y Diversidad, sino porque tiene una estrecha relacién con la vida, las
tradiciones y costumbres del pueblo mexicano, sobre todo en las zonas rurales donde
la amplia diversidad de variedades ha ido evolucionando a través de la historia, por

medio de la domesticacion (O” Leary, 2016).

A través de los afos, el maiz ha sido objeto de diversos estudios a nivel
genético, molecular y agrondmico, para mejorar su potencial productivo, mediante el
empleo de herramientas tecnoldgicas como la ingenieria genética y los métodos de
mejoramiento convencionales. Lo anterior es derivado de su esencialidad como cultivo
bésico en la alimentacion, debido a que se considera como el cultivo méas producido a
nivel mundial y el cereal mas importante en varios sectores de la economia (Serratos,
2009).

Actualmente, el incremento en la demanda de la produccion de éste y otros
insumos alimenticios, cada vez mas inocuos y de mejor calidad, aunado a la falta de
disponibilidad de recursos fisicos y econdémicos, que permitan elevar de manera
tradicional la productividad en los cultivos, nos orientan a buscar nuevas alternativas

de produccién que permitan llevar a cabo dicha labor.

En este contexto, existen herramientas del ramo de la ciencia y la tecnologia,
que han adquirido un gran auge en los ultimos tiempos, debido al impacto generado
en trabajos experimentales de investigacion cientifica, entre ellas destacan las

nanociencias (NCs) y la nanotecnologia (NT) (Mendoza y Rodriguez, 2007).



La NT es una ciencia aplicada de manera innovadora a muchos campos de
investigacion e implica el uso de materiales a un nivel considerablemente pequerio, a
millonésimas partes de un milimetro, confiriendo a los materiales, a dicha escala,
propiedades diferentes que pueden acarrear consigo una serie de beneficios
potenciales y revolucionarios en comparacion con objetos de mayor escala
(Windebank and Ward, 2004).

De manera reciente se ha considerado a la NT como una herramienta de la
ciencia moderna innovadora (Sanchez et al., 2009), que puede contribuir al logro de
retos importantes como el desarrollo estrategias encaminadas al abastecimiento de la
demanda alimentaria, proyectando que su aplicacién en la produccion agricola puede

propiciar un incremento factible en el rendimiento de los cultivos.

En relacién a lo mencionado, se considera necesario generar y enriquecer, a
través de la investigacion, la informacion acerca del efecto que las NPs promueven en
los cultivos, ya que se ha descubierto que poseen potencial para la mejora de la
produccioén en el sector agricola, al propiciar efectos positivos durante las fases del

ciclo fenolégico de los mismos.

En virtud de lo anterior, en el presente trabajo se evalud la aplicacion de
diferentes concentraciones de NPs de 6xido de zinc (NPsZnO), de tipo comercial y de
ingenieria, en semillas de maiz var. Jaguan, para valorar el efecto a través de la
determinacion de parametros de calidad fisioldégica durante la germinacion, como el
vigor de germinacion, la longitud media de plumula y de radicula y el peso de materia
seca, a fin de determinar si este tipo de materiales nanoestructurados, funcionan como
promotores de crecimiento y desarrollo durante las primeras etapas fenologicas del

cultivo.



1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de nanoparticulas de éxido de zinc (NPsZnO), de tipo comercial
y de ingenieria, a diferentes concentraciones sobre el proceso de germinacion en

semillas de maiz var. Jaguan y su respuesta en parametros de calidad fisiologica.

1.2 Objetivos especificos

1._ Determinar a qué concentracion las NPsZnO actdan como un agente

promotor de la germinacion en semillas de maiz.

2._Demostrar cudl tipo de nanoparticula (comercial o de ingenieria), presenta
un efecto superior como promotor del vigor, y por lo tanto del crecimiento y desarrollo

de plantulas.

1.3 Hipétesis

1. La aplicacion de NPsZnO promueve una respuesta en el vigor y la germinacion

de las semillas, en comparacion con el testigo.

2. Los efectos en cuanto al vigor de germinacién, longitud de plumula, de radicula
y peso de materia seca, en plantulas de maiz obtenidas de semillas tratadas con
nanoparticulas de ingenieria tipo redonda, seran mejores en comparacion con las

comerciales.
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen de la nanotecnologia

La nanotecnologia (NT) es un término que deriva del griego nanno, cuyo
significado es enano y permite un manejo de la naturaleza a escala molecular, atomica
y sub atémica. El término fue acufiado por el japonés Tanaguchi Norio en el afio de
1974, pero fue el norteamericano Richard Feyman (Premio Nobel de Fisica en 1965),
quien le adjudicd, en el afio de 1959, la propiedad de estudiar las cosas atomo por
atomo en la conferencia “There’s Plenty of Room in the Bottom”, durante una reunién
de la Sociedad Americana de Fisica realizada en Caltech, EE. UU. (California Institute
of Technology), haciéndola ver para la comunidad cientifica como uno de los proyectos

mas innovadores y ambiciosos de la ciencia moderna (Mejia et al., 2009).

La NT es una rama interdisciplinaria de la investigacion debido a que da lugar a
una amplia gama de oportunidades en diversos sectores como la farmacéutica, la
medicina, la electronica, la fisica, la biologia, la ingenieria, la quimica y la agricultura
(Figura 1.1). El potencial uso de la NT y los beneficios que derivan de ella, son
importantes para revolucionar la industria textil, el sector salud, las tecnologias de la
comunicacién y la industria alimentaria, por medio de su aplicacién a la agricultura

como un enfoque moderno (Prasad et al., 2014).

En otra definicion de NT, Mendoza y Rodriguez (2007) hacen referencia a que esta
rama de la ciencia consiste en el disefio, caracterizacion y la aplicacion de estructuras
y sistemas complejos, a través del arte de controlar, el tamafo, la forma y las
propiedades de la materia a una nanomeétrica escala, motivo por el cual se le ha

otorgado dicho término.
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Figura 1. 1 Principales aplicaciones de la nanotecnologia (Avalos et al., 2013).

2.2 Escala nanométrica

Un nandémetro es la unidad de longitud que equivale a una millonésima parte de
un metro (1 nm= 10° m). En esta escala, las propiedades fisicas, quimicas y/o
biolégicas de los materiales, objetos, sistemas, etc., difieren de manera fundamental
de las propiedades de los mismos a tamafio micro/macroscépico, por lo que la
investigacion y desarrollo de la nanotecnologia, se orienta a la comprension y creacion
de materiales mejorados, dispositivos y sistemas que exploten estas nuevas
propiedades (CIMAYV, 2008).

2.3 La nanotecnologia y su importancia

El inicio de la NT tuvo su punto de partida en los aflos 80s, cuando el empleo
de una diversa gama de microscopios de sonda de barrido permitié la obtencion de
imagenes a una escala atomica, dando lugar al descubrimiento de los nanotubos de
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carbono (NTC) y los biosensores empleados en la mecanica y la electricidad. Hoy en
dia son miles los productos generados a partir de la nanotecnologia, con fines
industriales la gran mayoria, aunque las investigaciones de mayor avance en este

ambito derivan del campo de la biologia y de la medicina (Mejia et al., 2009).

Di Sia (2017) sefiala que el papel de la NT ha adquirido cada vez mas
importancia en nuestra sociedad, ya que ha marcado el comienzo de una nueva era,
esta modificando el estilo de vida y representa un desafio cientifico y tecnolégico que
se conduce al desarrollo sostenible, mediante perspectivas para el desarrollo social y
econdémico, a través de lineas en el campo de la eco-innovacibn como son: la
obtencion de nuevos materiales, producto de la investigacion, destinados a ser menos
peligrosos y reciclables, quimicos con mayor durabilidad como los tejidos, los plasticos
biodegradables y polimeros nuevos multifuncionales, asi como nuevas modalidades
de produccién y adquisicién a través de la economia compartida, basada en una
reduccion drastica de residuos y la eliminacion de la posesion de productos de forma

exclusiva .

Zagayo y Foladory (2010) indican que la NT promete ser la proxima revolucién
industrial, ya que la economia mundial se basa cada vez mas en el conocimiento y en
la innovacién tecnoldgica, por ello, los paises que no invierten en educacion y
conocimiento quedan en desventaja. Dicha razén es la que propicia que, en México la
NT resulte mas que una opcién para el desarrollo y la competitividad, visualizandola

como una necesidad y una obligacion.

En México existen ya diversos centros académicos que realizan investigacion
en nanociencia y NT, enfocados en nuevas estructuras, nanoparticulas, nanopeliculas

y polimeros nanoestructurados (Mejia et al., 2009).
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Takeuchi y Mora (2011) argumentan que la NT requiere que la comunidad
cientifica y los tecnologos incluyan a sus miembros y a los miembros de la sociedad,
en el estudio de los cambios futuros que vendran, debido a que se proyecta que es
una herramienta que transformara la ciencia y la tecnologia, a raiz de su contribucion
en la resolucion de problematicas como los cambios climaticos, el uso del agua

potable, el desarrollo de la agricultura y la creacién de formas de vida sustentables.

2.4 Definicién de nanoparticulas

Las NPs son materiales ceramicos, polimeros semiconductores, o0 una
combinacion de estos, que poseen un tamafio que oscila entre 1 y 100 nanémetros
(Figura 1.2). Dicha caracteristica les otorga la capacidad de pasar a través de las
membranas de los organismos y su diversidad es muy extensa, ya que pueden, en

teoria ser procesadas casi por cualquier sustancia quimica (Gutiérrez et al., 2009).

Escala nanomeétrica
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Figura 1. 2 Comparacion del tamafio de una nanoparticula respecto a la dimensién de

algunos materiales y seres vivos en escala nanométrica (Passaretti et al., 2017).
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2.5 Sintesis de nanoparticulas

La manipulacion de las condiciones de sintesis de los materiales permite tener
un control racional del tamafio y la forma de las particulas, suministrando los medios
para adaptar las propiedades de un material a una aplicacion especifica, sin modificar
su funcionalidad y composicion. Hasta ahora se han realizado avances significativos
en el disefio de estrategias para la sintesis y el ensamblado modular de NPs de alta
calidad, a partir de una gran variedad de materiales inorganicos, los cuales son
particularmente atractivos como fuente de disefio y construccidn para explotar sus

propiedades Unicas, en diversas aplicaciones (Zanella, 2012).

2.6 Métodos de sintesis

Los métodos de sintesis de NPs se agrupan principalmente en dos categorias:
meétodos fisicos, aproximacion de “arriba hacia abajo” y métodos quimicos,

aproximacion de “abajo hacia arriba” (Rao et al., 2004; Schmid, 2004).

2.6.1 Métodos fisicos

Los métodos fisicos de sintesis (Figura 1.3) se basan en la division de sélidos
mAasicos en porciones mas pequefas, a través del empleo de procesos como la
molienda, el desgaste y la volatizacion de un sélido, seguido por la condensacién
de los componentes volatilizados. Por lo general este tipo de métodos emplean
instrumentacion complicada y compleja. En esta clasificacion los métodos
principales que destacan son la nanolitografia, la pulverizacién catodica, la
evaporacion térmica, la preparacion de clusteres gaseosos, la implantacion de
iones, el método de plasma y la ablacion laser, incluyendo el desgaste y la pirolisis

(Nanoquimica, 2012).
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2.6.2 Métodos quimicos

Los métodos quimicos (Figura 1.3) consisten en la fabricacién de NPs a través de
la condensacion de atomos o entidades moleculares en una fase gaseosa 0 en una
solucion, este dltimo enfoque es el mas popular en la sintesis, porque es el mas

conveniente para la obtencion de NPs pequefias y uniformes.

Este tipo de métodos son preferidos por encima de los métodos fisicos debido a
que resultan menos costosos y entre ellos destacan el método coloidal, la reduccion
radioguimica y fotoquimica, la irradiacion con microondas, uso de dendimetros,

sintesis solvotermal y el método sol-gel (Zanella, 2012).
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Figura 1. 3 Métodos de sintesis de nanoparticulas metalicas (Gomez, 2011).
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2.7 Propiedades y tipos de nanoparticulas

De acuerdo a la naturaleza de un material estructurado y de sus propiedades
qguimicas se puede definir el tipo de NP y la aplicacion a la cual se destina dentro
de las diversas disciplinas del ambito de la investigacion. De esta manera, se
considera que existen NPs de naturaleza metalica, semiconductora y magnética

principalmente (Hernandez, 2011).

2.7.1 Nanoparticulas semiconductoras

Se elaboran haciendo uso de la combinacion de un precursor metélico con los
elementos que pertenecen a la familia del oxigeno, a partir de una mezcla de los
elementos del grupo Il con los elementos del grupo IV de la tabla periddica,
confiriéndoles propiedades importantes como la fotoluminiscencia, que es capaz de
absorber luz en forma de fotones para emitirla posteriormente en una diferente longitud
de onda (Quintana et al., 2008).

2.7.2 Nanoparticulas magnéticas

Estan formadas por un nicleo magnético que suele ser comunmente magnetita
FesO4 0 maghemita Fe20s, el cual se recubre con un material biocompactable, a fin de
aislar la NP del medio o fluido para evitar que se oxide o se disuelva en el mismo, asi
como para favorecer la funcionalizacién de grupos carboxilos o de otras moléculas
(Hernando, 2007).

2.7.3 Nanoparticulas metalicas

Este tipo de NPs se caracterizan por poseer un determinado nimero de electrones
libres confinados en un pequefo espacio, brindandoles la capacidad de interactuar de

manera especifica con la luz, la cual se puede observar con claridad en soluciones de
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diferentes tamafios de NPs, que presentan colores que van desde el purpura hasta el
marrén, como resultado de la oscilacidn colectiva de la interaccion de los electrones

con la luz (Quintana et al., 2008).

2.8 Sintesis de nanoparticulas metélicas

Gomez (2011) menciona que las NPs metélicas pueden obtenerse por un
meétodo fisico conocido como “top down” el cual consiste en la subdivision mecanica
del metal. También por un método quimico denominado “bottom-up” que consiste en
la nucleacion y el crecimiento de las particulas a partir de &tomos metalicos, este ultimo

ofrece ventajas en cuanto al tamafio y reproducibilidad.

2.9 Nanoparticulas de 6xido de zinc

El 6xido de zinc es un elemento semiconductor perteneciente a la familia 11-1V
cuya diferencia de electronegatividad entre el zinc y el oxigeno produce un alto grado
de ionicidad en su enlace (Figura 1.4), por ello se considera como uno de los

compuestos mas ionicos de dicha familia.

Posee un gran interés tecnoldgico en estructuras de baja dimensionalidad, y se
considera en la actualidad, como uno de los materiales mas prometedores en
numerosos campos de estudio y aplicaciones tecnolégicas, a partir del cual se pueden
obtener multiples nanoestructuras en forma de nanohilos, nanofibras y NPs (Vicente,
2009).
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Figura 1. 4 Estructura cristalina tipica de ZnO donde las esferas oscuras representan al zinc

y las claras al oxigeno (Pérez et al., 2008).

2.10 Aplicaciones nanotecnoldgicas en la agricultura

El desarrollo de nanomateriales y nanodispositivos ha abierto la puerta al
desarrollo de nuevas aplicaciones potenciales en la biotecnologia y la agricultura, entre
ellas destacan los sistemas de liberacion inteligente, los nanomateriales y los
nanosensores que se catalogan como los dispositivos mas prometedores para su

aplicacion en el ramo de la industria agroalimentaria y la agricultura (Pérez, 2016).

Quintili (2012) menciona que en el ambito agricola, la produccién estd basada en
el empleo de diversas tecnologias de produccion y que para elevar la produccion y
reducir costos al maximo, la seleccién de las mejores semillas obtenidas tecnoldgica y
genéticamente han sido los factores esenciales para concretar este logro. Las
investigaciones en este ambito se basan actualmente en el desarrollo de nuevas

técnicas que hacen uso de NPs que permiten introducir ADN ajeno a una célula.
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El objetivo de los nanomateriales en la agricultura se enfoca en los posibles
beneficios que pueden derivarse de su aplicacion, y que van desde el avance de la
calidad de los alimentos y la seguridad en la reduccion de los insumos agricolas
empleados, asi como la mejora de la nutricion de los cultivos a través de la
nanoformulacion de fertilizantes, rompiendo las barreras de la calidad nutricional y el
control de plagas y enfermedades con el uso de nanoplaguicidas, a fin de incrementar
la productividad, considerando a la par un uso de agua y nutrientes de forma eficiente
(Mukherjee et al., 2015).

En la agricultura ya se han llevado a cabo numerosos estudios en los que se
desarrollan herramientas para la mejora de la capacidad de absorcién de nutrientes en
el suelo, la resistencia a factores ambientales desfavorables y a organismos como
plagas y enfermedades para aumentar de forma considerable las cosechas en pro de
la obtencién de alimentos mas saludables y nutritivos pero el desafio continua aun en
espera de nuevas aportaciones importantes para la mejora de la calidad de vida de la
humanidad (Lamas, 2010).

2.11 Aplicacién de nanoparticulas metalicas en plantas
2.11.1 Germinacion

Arias et al. (2015) reportan que al aplicar 2.5 ml de una solucién de NPsZnO a 200
ppm en semillas de girasol, el porcentaje de germinacion adquirido fue de 94.44 %, en
comparacién con el porcentaje obtenido en semillas tratadas con una solucién a 1600
ppm que fue de 74.44 %, en base a los resultados, se considera que a altas
concentraciones el efecto en el crecimiento resultante es negativo y que afecta

considerablemente la germinacion de la semilla.
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Liu et al. (2016) al evaluar los efectos de los Oxidos de Cu, Zn, Mn y Fe a
concentraciones bajas (<50 ppm), en la germinacion de semillas de lechuga en un
medio acuoso, encontraron que la toxicidad a dicha concentracion es escasay que las
NPs de MnO y FeO, estimulan significativamente el crecimiento de la lechuga en un
rango de 12-54 %.

2.11.2 Aplicaciones foliares

En un estudio realizado mediante la aplicacion de NPs de zinc sobre hojas de frijol
mungo, a los 14 dias posteriores a la germinacion de sus semillas, se observo que
aumento la actividad de tres enzimas importantes en las plantas: la fosfatasa alcalina,
la fosfatasa acida y la fitasa, las cuales al activarse, produjeron un aumento del 11 %
mas en la cantidad de fosforo, presente de forma natural en el suelo, sin recibir una
fertilizacion adicional de este elemento; ademas, la biomasa aumento en un 27 %, y el
6 % del nimero total de plantas produjeron mas granos que las que fueron tratadas de
manera convencional usando practicas agricolas tipicas y sin uso de fertilizantes
(Agrimundo-FAO, 2016).

2.11.3 Nanofertilizantes

Los nanofertilizantes obtenidos a partir de una gran gama de NPs de metales y
oxidos metalicos estan siendo investigados para uso cientifico en las plantas y en la
agricultura, se les atribuye potencial para aumentar el valor nutricional de las plantas
al aplicarse en pequefias cantidades a través del riego, o por pulverizacion
directamente a las hojas y, debido a su tamafo extremadamente pequefio, pueden ser
absorbidas por las plantas de manera mas eficiente, permitiendo un mejor
aprovechamiento de los nutrientes sin recurrir a la aplicacion de elevadas cantidades
de fertilizantes al suelo en busca de una 6ptima nutricion, accién que hoy en dia es
motivo de preocupacion en materia de medio ambiente, debido a la contaminacion que

se he presentado en los ultimos afios (Quintili, 2012).
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Desde este punto de vista se encontré en un estudio que la aplicacion de NPs
de dioxido de titanio y 6xido de zinc en plantas de tomate empleadas como
nanofertilizantes, generé un aumento en la cantidad de licopeno presente en los
tomates (entre un 80% y 113%, dependiendo de la dosis), lo anterior debido a que las
NPs aumentan las tasas fotosintéticas de las plantas y les permiten aprovechar mejor
los nutrientes disponibles (Brunel, 2015).

2.11.4 Plaguicidas nanométricos

Actualmente la industria de los plaguicidas esta incursionando en la generacion
y el empleo de ingredientes activos de tamafio nanométrico y muchas de las
compafiias agroquimicas que se dedican a la formulacion estan en busca de
desarrollar nuevas formulas y moléculas a escala nano para la produccién y disefio de
nuevas formulaciones de plaguicidas que permitan contrarrestar el impacto negativo

gue las aplicaciones convencionales generan en el medio ambiente (Quintili, 2012).

2.11.5 Inhibicién microbiana

En un estudio para demostrar la actividad de inhibicion microbiana del zinc se
encontrd que, al aplicar concentraciones de NPsZnO mayores a 3 mmol L, se afecta
el crecimiento y desarrollo de Botrytis cinerea y Penicillium expansum, dos hongos
fitopatdgenos que causan considerables pérdidas en poscosecha, estos resultados
sugieren que las NPsZnO podrian ser utilizadas como un fungicida eficaz en

aplicaciones agricolas y de seguridad alimentaria (He et al., 2011).
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2.12 Vias de absorcién y movimiento de las nanoparticulas en las plantas

Las probabilidades de ingreso y translocacion de las NPs en las plantas se
considera baja, a no ser que el tamafio sea muy pequefio, ya que las paredes celulares
de muchas plantas poseen tamafos de poro de 5 nm o0 menos. Sin embargo se ha
demostrado que las NPs de un rango amplio de tamafios entre 10 y 50 nm y con
diferente quimica superficial se encuentran biodisponibles para algunas plantas
(Sarabia y Ferndndez, 2016).

Peng et al. (2016) mencionan que las nanoparticulas pueden ser translocadas
y modificadas in vivo genéticamente y al aplicar 100 mg/L de NPsCuO a plantas de
arroz durante 14 dias, encontraron que las nanoparticulas se trasladaron a la
epidermis de la raiz, a la exodermis, la corteza y finalmente a la endodermis, pero el
paso a través de la banda de Caspary se dificultd, sin embargo, las raices laterales

funcionaron como una via potencial de transporte desde las raices hasta las hojas.

Por otro lado, Cifuentes et al. (2010) utilizaron nanoparticulas revestidas de
carbono magnético en trigo, girasol, tomate y guisante, cuyos resultados mostraron
una facil absorcion de las NPs a través del sistema radicular, dando lugar a la
translocaciéon mediante el cilindro vascular donde se transportan a través del flujo de
transpiracion en los vasos del xilema hacia la parte aérea de las plantas en menos de
24 horas. Este rapido movimiento de las NPs puede tener un impacto positivo para el
desarrollo de NPs como sistemas de administracion inteligente hacia el interior de la
planta. Ademas, encontraron que la aplicacion de raiz es mas confiable y rapida que

los tratamientos dirigidos a las hojas.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del sitio experimental

El presente trabajo se realiz en el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica de
Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), la cual se localiza en las
coordenadas 25°21'13" N, 101° 1' 56" W, en Buenavista, al sur del municipio de

Saltillo, Coahuila, México, sobre la calzada Antonio Narro.

3.2 Material biolégico

El material biol6gico vegetal utilizado en este trabajo es una variedad criolla
mejorada de maiz denominada “Jaguan”, adaptada para ambientes de temporal del
Sureste de Coahuila, en &reas de transicion entre 1800 a 2200 msnm, la cual se
encuentra registrada con el nimero MAZ-1213-240511 en el Catalogo Nacional de
Variedades Vegetales (CNVV) del Servicio Nacional de Inspeccioén y Certificacion de
Semillas (SNICS), y cuyo poseedor del titulo de obtentor para su aprovechamiento y
explotacion es la UAAAN (Rincon et al., 2014).

3.3 Disefio experimental

El bioensayo se establecié en un disefio completamente al azar con arreglo
factorial 2 x 6, conformado por dos factores: tipo de NPs (Ingenieria y Comercial) y

seis concentraciones (0, 0.5, 1.0, 5.0, 10 y 50 ppm).
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3.4 Tipo de nanoparticula

Se emplearon dos tipos de NPs elaboradas a base de éxido de zinc, (NPsZnO),
la primera de tipo comercial, ya existente en el mercado con un tamafo de 20
nanometros y la segunda, NPs de ingenieria tipo redonda, con un tamafio de alrededor
de 10 nanometros, sintetizadas y caracterizadas en el Laboratorio de Materiales
Avanzados del CIQA.

Los tratamientos constaron de soluciones preparadas con agua destilada,
empleada como vehiculo de aplicacibn y NPsZnO de cada tipo, a diferente

concentracion (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1 Tratamientos de NPs aplicados para determinar su efecto en la
germinacion y vigor de semilla de maiz variedad JAGUAN.

NPs Concentracion (ppm)

Comerciales 0

0.5
1
5

10

50

Ingenieria 0
0.5

10
50

NPs=Nanoparticulas; ppm= Partes por millon.
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3.5 Establecimiento del Bioensayo
3.5.1 Germinacién de semillas

Para evaluar el efecto de la aplicacion de los materiales nanoestructurados en
la germinacion de semillas de maiz, se establecié un bioensayo, el cual consté de seis

repeticiones de 25 semillas cada una para cada tipo de NPs.

Para la aplicacion de las soluciones con NPs se utilizaron doce cajas Petri, las
cuales fueron esterilizadas de manera previa, posteriormente se les colocé en el fondo
una capa de papel filtro tipo Whatman. En seguida, con ayuda de unas pinzas estériles

se distribuyeron 150 semillas de maiz en cada una.

Antes de la aplicacion de los tratamientos, cada solucion se sometié a un
proceso de sonicacion durante siete minutos para asegurar una perfecta dispersion de
las NPs, para lo cual se utilizé un sonicador marca Labnet. Enseguida, se afiadi6 cada
solucion con ayuda de una micropipeta, aplicando 20 ml en cada caja Petri, segun el

tratamiento correspondiente y realizando una aspersion uniforme sobre las semillas.

Después de imbibir las semillas durante 24 horas, se procedié a realizar la
siembra para el ensayo de germinacion a través de la técnica “Entre papel”. Para ello,
se utilizaron hojas de papel Anchor humedecidas en agua destilada, sembrando con
ayuda de unas pinzas, 25 semillas por repeticion, a las cuales, una vez acomodadas
en linea horizontal, se les colocé encima otra hoja de papel humedecido para cubrirlas,
doblando ambas hojas en forma de “taco”. Esta accion procediéo para las seis

repeticiones de cada tratamiento.
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Una vez realizada la siembra se acomodaron los tacos en una bolsa de
polietileno, utilizando una bolsa por cada tratamiento. Las doce bolsas obtenidas
fueron identificadas y ubicadas en una canastilla de plastico, para posteriormente
colocarse dentro de una cdmara de germinacion marca Thermo Scientific, a una
temperatura de 25 °C, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, a

una humedad relativa de 75 %.

3.6 Evaluacion del bioensayo
3.6.1 Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron el porciento de vigor de germinacion (%), el
porciento de germinacion (%), porciento de plantulas anormales (%), porciento de
semillas sin germinar, la longitud media de plimula (cm), la longitud media de radicula

(cm) y el peso de materia seca (mg/plantula).

3.6.2 Metodologia para la evaluacién de las variables
a) Vigor de germinacién

Al cuarto dia después de la siembra, se realizé el primer conteo para determinar
el nimero de plantulas normales, expresado en porciento, a fin de conocer el vigor de
germinacion de la semilla, que es un parametro de suma importancia y que representa
la velocidad y uniformidad de la germinacioén, el crecimiento de plantulas y la habilidad
de mantener la capacidad de germinacion después del almacenamiento (Manfrini,
2004). Se consideran plantulas normales aquellas que poseen la capacidad para
germinar y continuar su proceso de desarrollo de manera satisfactoria bajo condiciones
favorables de luz, humedad y temperatura. El vigor de germinaciéon se determiné de

acuerdo a la siguiente formula:

27



Vi d ) i6n (%) = Numero de plantulas normales 100
180T de germinacion 1) = Numero total de semillas sembradas x

b) Porciento de germinacion

Al séptimo dia se realiz6 la evaluacion final del bioensayo, se llevo a cabo el
segundo conteo para conocer el numero total de plantulas normales, plantulas
anormales y el nimero de semillas sin germinar. El porciento de plantulas normales se
consideré como el dato util para estimar el porcentaje de germinacion utilizando la

formula:

. . Numero de plantulas normales
% de Germinacion = — - x 100
Numero total de semillas sembradas

c) Porciento de plantulas anormales

Para obtener el porcentaje de esta variable se consideraron todas aquellas
plantulas que presentaron un desarrollo irregular en alguna de sus estructuras
morfologicas o que carecen de las mismas, tal es el caso de plantulas con un tamafo

dos veces menor al que posee su semilla o que no desarrollaron plimula o radicula.

d) Porciento de semillas sin germinar

Las semillas muertas que no mostraron la capacidad para germinar se

contabilizaron para la expresion de esta variable en porcentaje.

e) Longitud media de plumula

Para realizar la estimacion de la longitud media de plumula se midieron todas
las plantulas normales de cada tratamiento y repeticion, utilizando una tabla con hoja

milimétrica graduada en cm.
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f) Longitud media de radicula

En las plantulas normales obtenidas de cada tratamiento se midio la longitud de
radicula expresada en cm, con ayuda de una hoja milimétrica graduada en tal

magnitud.

g) Peso de materia seca

Una vez realizada la evaluacion del bioensayo, se tomaron las plantulas
normales de tres repeticiones por cada tratamiento y se colocaron en bolsas de papel
de estraza, previamente identificadas, para situarlas en una estufa de secado marca

Riossa modelo H-48, a una temperatura de 72 °C por un periodo de 24 horas.

Al término de este lapso de tiempo se sacaron las muestras de la estufa y se
pusieron en un desecador, a fin de evitar que tomaran humedad del ambiente mientras
enfriaban durante 10 minutos. Enseguida se pesé cada muestra en una balanza
analitica marca Precisa modelo BJ610C, para conocer el peso de materia seca
expresado en mg/plantula.

3.7 Andlisis del bioensayo

Los datos obtenidos de las variables evaluadas en el bioensayo, fueron
sometidos a un andlisis de varianza, para detectar la existencia de diferencias
estadisticas entre tipos de NPs y entre concentraciones, de manera adicional se realiz6
también una comparacién de medias utilizando la Prueba estadistica de Tukey
(P<0.05), para establecer el orden de eficiencia de los tratamientos. Todos los analisis
estadisticos fueron efectuados utilizando el programa SAS Inc. (2009).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en el andlisis de varianza (Cuadro 1)
del bioensayo de semillas de maiz var. Jaguan, sometidas a diferentes
concentraciones de NPszZnO de tipo comercial y de ingenieria, en la fuente de
variacion tipo de nanoparticula, los resultados mostraron diferencias altamente
significativas (P< 0.01) para las variables vigor de germinacion y longitud de radicula,
mientras que para las variables longitud de plumula y peso seco de plantula se

encontraron diferencias significativas (P< 0.05).

En cuanto a la fuente de variacién concentracién de NPs (0, 0.5, 1, 5, 10 y 50
ppm) se detectaron diferencias (P< 0.01) para el vigor de germinacion, peso seco de
plantula y las longitudes de plumula y de radicula, el porciento de germinacion y de
plantulas anormales mostraron diferencias significativas (P< 0.05), mientras que el

porcentaje, de semillas sin germinar no presento diferencias estadisticas.

Por otra parte, en relacion a la interaccién tipo de nanoparticula por
concentracion, se observaron diferencias altamente significativas (P< 0.01) para las
variables vigor de germinacion y longitud media de plumula y de radicula, mientras que
diferencias significativas (P< 0.05) fueron observadas unicamente en el caso de la

variable peso seco de plantula (Cuadro 1).

Lo anterior hace referencia de manera clara, a que el tipo de nanoparticula y la
concentracion son factores esenciales que influyen en la expresion de algunas de las
variables fisiologicas relacionadas con la germinacion y que fueron evaluadas en este

estudio.
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Cuadro 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de

semillas de maiz (Zea mays L.), tratadas con NPszZnO.

F.V GL Vigor Germinacion PA SSG PS GL LP LR
(%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)

TNANO 1 910.22** 320.88ns 320.88ns 0.01ns 311.11* 1 13.29* 4637.67**
CONC 5 8733.86** 3887.28* 3543.28* 8.53ns 1455.53** 5 1857.96** 2786.66**
TNANO*CONC 5 2992.35** 201.95ns 198.22ys 2.13ns 186.26* 5 403.76** 328.37**

Error 60 120.71 87.82 94.75 6.57 48.20 1522 8.41 14.51

Total 71 12757.14 4497.93 4157.13 17.24 2001.10 1533 2283.42 7767.21

CV (%) 5.69 10.99 72.40 192.35 12.21 24.08 27.02

F.V= Fuente de variacién; GL= Grados de libertad; Vigor= Plantulas normales al primer conteo; Germinacién= Plantulas normales al segundo conteo;
PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; PS= Peso seco de plantula; LP= Longitud de plimula; LR= Longitud de radicula; TNANO=
Tipo de nanoparticula; CONC= Concentracion; TNANO*CONC-= Tipo de nanoparticula*concentracion; ERROR= Error experimental; CV= Coeficiente

de variacion; NS= Diferencias no significativas; *= Diferencias significativas (P< 0.05). **=Diferencias altamente significativas (P< 0.01).
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Al efectuar la comparacion de medias por concentraciéon (Cuadro 2), se
evidencié que la aplicacion de NPszZnO, genera una modificacion en la respuesta
fisiologica para las variables vigor de germinacion, porciento de germinacion, porciento
de plantulas anormales, peso seco de plantula, longitud media de plumula y longitud
media de radicula, identificandose diferencias estadisticas en los tratamientos
empleados.

En el caso del porciento de germinacion se encontré que el suministro de
NPsZnO en concentraciones de 0.5 a 50 ppm durante la imbibicién, genera el mismo
efecto, ya que son estadisticamente iguales, excepto el testigo (0 ppm), que

particularmente mostré el menor porcentaje, con una media de 49 %.

Estos resultados demuestran que las NPs intervienen principalmente en
procesos relacionados con el vigor de la semilla, como lo son la velocidad e intensidad
de las actividades y respuestas fisiologicas, la velocidad de germinacion, de

crecimiento y desarrollo de plantulas y en el peso seco de las mismas.

Lo anterior indica que tratando la semilla con 0.5 ppm, se incrementa el
porcentaje de germinacion de 49 % (Testigo) a 96 %. Por lo que, aportar a la semilla
de maiz durante la imbibicion concentraciones bajas de NPsZnO, mejora

considerablemente el vigor y el desarrollo de plantula.

Segun Delouche (2010) el vigor es el principal componente de la calidad
afectado por el proceso de deterioro y es un atributo exclusivo de las semillas capaces
de germinar, razén por la cual ostenta un papel esencial en el proceso de germinacion,
sus efectos determinan el comportamiento de las semillas durante la germinacion y
emergencia de plantulas, generando una influencia positiva en su posterior crecimiento
y desarrollo.
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Cuadro 2. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de maiz (Zea

mays L.), tratadas con NPsZnO, por concentracion.

CONC Vigor Germinacion PA SSG PS LP LR
(ppm) (%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
0 21 d 49 p 48a 3a 28.71 d 4.43 e 555 d
0.5 93a 96a 3 b la 71.91a 13.08a b 15.60a
1 80a b 93a 6 b la 68.88a b 1254 bc 16.33a
5 58 c 88a 11 b la 59.40 bc 1230 ¢ 14.47 p
10 77 b 88a 11 b la 51.43 ¢ 10.90 d 1255 ¢
50 9l1a 97a 2 b la 60.60a b c 13.35a 15.85a
Media 70 85 14 1 56.8 11.7 14.1
Tukey (a= 0.05) 13.20 11.26 11.69 3.08 12.39 0.75 0.98

CONC-= concentracion; ppm= partes por millén; Vigor= plantulas normales al primer conteo; Germinacién= plantulas normales al segundo conteo;
PA= plantulas anormales; SSG= semillas sin germinar; PS= peso seco de plantula; LP= longitud de plumula; LR= longitud de radicula. Medias con

la misma literal son estadisticamente iguales, Tukey (P< 0.05).
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Se observé que las concentraciones de 0.5 y 50 ppm (NPsZnO) indujeron una
mejor respuesta durante el proceso de germinacién, para las variables vigor de
germinacion y peso seco de plantula, promoviendo también mayor longitud de plamula
y de radicula (Anexos 1, 2, 3, y 4). Observandose mejor respuesta con las NPsZnO

comerciales para longitud de plimula y de radicula (Anexos 3y 4).

Los resultados obtenidos de este trabajo coinciden con lo mencionado por Sedghi
et al. (2013), autores que indican que en semillas de soja Glycine max al aplicar una
dosis de 1 g L't de NPsZnO, se promovieron efectos significativos en la germinacion y
el crecimiento de plantulas tratadas con NPs, esto hace referencia a que la aplicaciéon

del 6xido de zinc propicié un aumento en el porcentaje de germinacion.

Por su parte, Méndez et al. (2016) sefialan que en plantas de chile Capsicum
annuum, la aplicacion foliar de NPs ZnO + Ag al 2.5% en peso, tuvieron
significativamente mayor crecimiento y produccion de biomasa total (59.5 %) en
comparacién con el testigo, atribuyendo el efecto promotor del crecimiento a la
actividad del zinc como precursor de la produccion de auxinas que generan la

elongacion celular.

El zinc (Zn) es considerado como un microelemento esencial para los procesos
fisiol6gicos de las células y aunque no posee actividad redox es el Unico metal de su
clase presente en las enzimas, lo que le permite participar en la estructura y/o catalisis
de muchos procesos enzimaticos (Barack y Helmke, 1993), entre ellos destaca la
catdlisis de la sintesis de la serina, precursora del aminoacido triptéfano el cual
posteriormente es convertido en &cido indolacético (AlA), auxina responsable del

crecimiento de brotes y hojas (Srivastava y Singh, 2009).
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En este sentido, los resultados obtenidos de este trabajo se atribuyen a la
interaccion que las nanoparticulas ejercen con el metabolismo de la planta al ser
absorbidas, lo cual genera una respuesta positiva que da lugar al incremento del vigor
y de la velocidad de germinacion, aunado a la capacidad que posee el zinc para
promover un aumento en los niveles de hormonas vegetales como el &cido indolacético
(AIA) en los puntos de crecimiento de la planta como raices y brotes, propiciando una
mayor division y elongacion celular que se traduce en un incremento del crecimiento y

desarrollo de plantulas y por ende en una mayor produccion de biomasa.

Al respecto Vasanth et al. (2016) mencionan que las NPs generan influencia en el
crecimiento y desarrollo de plantulas a etapas tempranas, resultando ademas
respetuosas con el medio ambiente y compatibles con el sector agricola debido a la
alta eficiencia que poseen para estimular el crecimiento vigoroso en plantulas

sometidas a tratamientos con NPs.

Como resultado de la comparacion de medias entre los tipos de NPsZnO
(comerciales y de ingenieria redondas), y su consiguiente efecto en el proceso de
germinacion, se observé que existen diferencias estadisticas para las variables vigor
de germinacion, peso seco de plantula, longitud de plumula y longitud de radicula
particularmente, no asi para las variables porcentaje de germinacién, porcentaje de
plantulas anormales y porcentaje de semillas sin germinar (Cuadro 3).

Los resultados indican mejor respuesta de las variables relacionadas con el
vigor de germinacion de las semillas, cuando la imbibicién se realiza en soluciones

conteniendo NPsZnO de ingenieria (Anexo 5).

35



En relacion a lo mencionado, se observo que las NPs de ingenieria promovieron
un mayor incremento en el porcentaje de vigor de germinacion en comparacion con
las NPs comerciales, cuyos valores de la media son de 74 % y 66 % respectivamente,
de la misma manera el peso seco de plantulas tratadas con NPs de ingenieria, mostré
una mejor respuesta. Dichos resultados se pueden apreciar de manera palpable en las
graficas del apartado de Anexos.

En lo que respecta a porciento de plantulas anormales, se determiné que la
aplicacion de ambos tipos de NPsZnO (comercial y de ingenieria), reduce el nimero

de plantulas con dicha condicidén, en comparacion con el testigo.

Por otro lado, las variables longitud media de plumula y de radicula manifestaron
una mejor expresion al utilizar NPsZnO comerciales, evidenciando un desarrollo de
plantulas superior, derivado de una mayor elongacion celular durante el proceso de
imbibicion de las semillas Con ello se demuestra que el efecto producido por la
aplicacion de NPs a nivel de semilla es positivo, promoviendo un crecimiento y
desarrollo de plantulas favorable desde etapas iniciales, cuando comienza a generarse

el proceso de germinacion (Anexos 6y 7).

En relacion a lo anterior, se revel6 que la aplicacion de NPsZnO favorece la
velocidad de germinacion de las semillas, en comparaciébn con un ensayo de
germinacién conducido sin tratamiento alguno, propiciando a la par la estimulacion del
crecimiento y desarrollo a nivel de plantulas, esto debido a que se observd un
incremento considerable en la formacion de biomasa medida como peso seco de
plantula, cuyas diferencias estadisticas respecto al tipo de nanoparticula son

evidentes.
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Cuadro 3. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de maiz (Zea

mays L.), por tratamiento.

TIPONANO Vigor Germinacion PA SSG PS LP LR
(%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
ING
74a 88a 11a la 59.8a 116 b 123 b
COoM 66 b 83a 16a la 53.9 b 11.92 16.1a
Media 70 85 14 1 56.8 11.7 14.1
Tukey (o= 0.05) 5.18 4.41 4.58 1.20 4.77 0.29 0.38

TIPONANO= Tipo de nanoparticula; Vigor= Plantulas normales al primer conteo; Germ= Plantulas normales al segundo conteo; PA= Plantulas
anormales; SSG= Semillas sin germinar; LP= Longitud de plumula; LR= Longitud de radicula; ING= NPs de Ingenieria; COM= NPs Comerciales;

Medias con la misma literal son estadisticamente iguales, Tukey (P< 0.05).
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El uso de la nanotecnologia y su aplicacion en el area de la agricultura es un
proposito reciente que ha ido adquiriendo cada vez mayor importancia, no obstante
existen ya trabajos que se han desarrollado en esta area y que han mostrado

resultados positivos.

Khodakovskaya et al. (2009) indican que los nanotubos de carbono multicapa
mejoran la germinacion y el crecimiento de plantulas de tomate Solanum
lycopersicum al utilizar una concentracién de 10-40 mg/L?, atribuyéndose este
resultado a la capacidad que poseen los nanotubos para penetrar la testa de la
semilla, lo cual suscita una adecuada absorcion de agua y una mejora en la

germinacion de la semilla.

Pramod et al. (2011) reportan que la aplicacion de NPsZnO en raices y brotes
de plantulas de soja verde Vigna radiata y garbanzo, estimula el crecimiento y
desarrollo, sin embargo al utilizar 2000 ppm se produce un efecto toxico que se
presenta en las plantulas, lo cual indica que esta especie responde a la aplicacion
de NPs de este tipo a bajas dosis.

En este trabajo se demostrd que la aplicacién de NPsZnO durante la fase de
imbibicion de la semilla, mejora la expresion de algunas de las variables evaluadas
durante la germinacion. Esto permite demostrar que las NPs poseen un efecto
positivo al aplicarse a diferentes cultivos siempre y cuando se utilicen en las dosis

adecuadas para evitar la generacion de problemas de fitotoxicidad.

La concentracion éptima depende del tipo de nanoparticula y de la especie en
estudio, para propiciar un estimulo en su respuesta fisioldgica, a través de la
evaluacion de variables fisiologicas de importancia como el incremento de biomasa,

de clorofila y la promocion de crecimiento y desarrollo vegetativo.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que las NPsZnO
aplicadas a semillas de maiz var. Jaguan a través de solucion durante el proceso
de imbibicion, promueven un aumento en el vigor de germinacion, peso seco de
plantula y longitud media de pliumula y de radicula, debido al incremento en la

division y elongacioén celular.

Las nanoparticulas de ingenieria actuaron de forma positiva durante el
bioensayo de germinacién mostrando los mejores resultados en la expresion de las
variables vigor de germinacion y peso seco de plantula, sin embargo, se observo
gue las NPszZnO de tipo comercial generan una mayor elongacion celular, ya que
las plantulas tratadas con NPs de este tipo presentaron una mayor longitud de
plumula y de radicula cuyos valores de la media son de 11.7 cm y 14.1 cm,

respectivamente.

Las plantulas mostraron una mejor respuesta para la expresion del vigor de
germinacion, peso seco de plantula y longitud media de plumula y de radicula, al
aplicar 0.5 ppm, lo cual indica que, a bajas dosis se promueve un incremento notorio
de estas variables, como resultado del estimulo que las NPs generan durante los

procesos de imbibicién y de germinacién.

Lo anterior, permite concluir que al efectuar la aplicacion de NPsZnO éstas
funcionan como promotoras de crecimiento y desarrollo, al evidenciar un mayor
tamafo de plantulas y un incremento en el vigor y el peso de las mismas. Con ello
se sustentan las observaciones realizadas en estudios previos, las cuales hacen
referencia a que el vigor es el parametro de calidad mas intimamente asociado con
el proceso de germinacion y la viabilidad de la semilla, parametro que muestra un
efecto positivo en la germinacion, emergencia y desarrollo de plantulas, al utilizar
concentraciones bajas de NPsZnO.
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Cabe destacar que el empleo de NPsZnO y de otros elementos metales como
el fierro (Fe) y el cobre (Cu), pueden fomentarse para uso en los diversos sistemas
de produccidén agricola a muy bajas dosis, para reducir el impacto ambiental
derivado del excesivo uso de fertilizantes agricolas empleados para abastecer la
demanda que los cultivos tienen de estos y otros elementos esenciales para una

Optima nutricion y desarrollo.

Por otro lado, pueden consolidarse como un medio para estimular una mejor
respuesta en el crecimiento de las especies vegetales, a través de las diferentes
etapas de desarrollo, a fin de explotar al maximo la productividad y el rendimiento

de cada especie en particular.

En este trabajo el motivo de estudio fue el cultivo del maiz debido a que es
una especie de suma importancia por considerarse el sustento de la alimentacién
de millones de personas y la materia prima estratégica de la ganaderia y la industria
de alimentos, aunque la tendencia se orienta a la busqueda de encontrar el tipo de
nanoparticulas y las concentraciones éptimas para cada especie en particular, que
promuevan un crecimiento y desarrollo 6ptimo a través de las diferentes etapas
fenologicas del cultivo, a fin de explotar al maximo su potencial genético y su

productividad.
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VII. ANEXOS

Anexo 1. Porciento de vigor de germinacién por tipo de NPszZnO y por
concentracion.
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Anexo 2. Peso seco (mg/plantula) por tipo de NPsZnO y por concentracion.
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Anexo 3. Longitud de plumula (cm) por tipo de NPsZnO y por concentracion.
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Anexo 4. Longitud de radicula (cm) por tipo de NPsZnO y por concentracion.
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Anexo 5. Porciento de vigor de germinacion por tipo de NPsZnO.
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Anexo 7. Longitud de plumula y de radicula (cm) por tipo de NPszZnO.
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