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RESUMEN
Respuestas de Vigor y Germinacién Debido a la Aplicacion de

Nanoparticulas de Oxido de Zinc en Semillas de Pepino (Cucumis sativus L.).

Este trabajo experimental se realiz6 en el Laboratorio de Fisiologia y
Bioguimica de Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de
Semillas (CCDTS), de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN),
localizada a 6 km al sur de Saltillo, Coahuila, México. El objetivo fue evaluar la
respuesta de semillas de pepino (Cucumis sativus L.) a la aplicacién de dos tipos
de nanoparticulas de 6xido de zinc (NPszZnO), 1) de tipo comercial y 2) sintetizadas
en el Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA), las cuales fueron de
forma redonda. Se evaluaron 5 diferentes concentraciones (0.0, 0.5, 1, 5, 10 y 50

mg L) de NPs y un tratamiento testigo o control.

Los tratamientos consistieron cada uno en la imbibicion de 150 semillas de
pepino, las cuales se colocaron sobre papel filtro en una caja Petri, y se aplicaron
12 ml de las NPsZnO en suspension, utilizando para este propdsito una micropipeta
en las diferentes concentraciones. Posteriormente se colocaron en una camara de
ambiente controlado Thermo Scientific por 24 horas, a una temperatura de 25 °C £

2 °C con una humedad relativa de 50% y un fotoperiodo de 16/8 h luz/obscuridad.

Una vez concluido el periodo de imbibicion, se realizd la siembra, la cual
consistié en colocar 25 semillas por repeticion sobre papel anchor humedecido con
agua destilada, habiendo tenido una hilera con distribucion homogénea a lo largo
del papel. En seguida se cubrieron las semillas con otra hoja de papel anchor
previamente humedecido y se enroll6 dandole forma de taco; posteriormente, se

Vi



acomodaron dentro de una bolsa de polietileno, que después se introdujo en un
contenedor de plastico y nuevamente se coloco en la camara de germinacion con

ambiente controlado.

Las variables evaluadas en el bioensayo fueron: porcentaje de vigor de
germinaciéon, porcentaje de germinacion, plantulas anormales, semillas sin
germinar, longitud media de vastago (plumula), de radicula (hipocétilo) y biomasa

seca de plantula.

El trabajo se establecié teniendo un disefio experimental completamente al
azar con arreglo factorial (2 x 6), donde el primer factor esta constituido por los 2
tipos de NPs y el segundo por los 6 tratamientos. Para determinar si existieron
diferencias estadisticas entre los tratamientos de concentraciones y el tipo de NPs,
los datos de las variables evaluadas se sometieron a un analisis de varianza
(ANVA); después, se realiz6 una comparacion de medias usando la Prueba de
Tukey (P<0.05), para determinar el efecto en la fisiologia de semillas de los 2 tipos
de nanoparticulas empleadas y las concentraciones aplicadas. Los datos obtenidos

se analizaron con el paquete estadistico SAS Institute (2004).

De manera resumida se puede sefialar que los resultados obtenidos indican
gue las NPsZnO de sintesis, a una concentracién de 50 ppm mejoraron el proceso
de germinacion y crecimiento de plantulas de C. sativus variedad Poinsett 76,
aplicadas durante el periodo de imbibicibn de semillas. Esto sugiere que las
NPsZnO tienen potencial para ser utilizadas como promotoras de germinacion y

crecimiento de plantulas de esta cucurbitacea, puesto que mostraron un efecto
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positivo al incrementar el porcentaje de vigor de semillas en 19% y mejorar la

longitud de radicula en 1.20 cm, en comparacion con el tratamiento testigo.

Palabras clave: Agronanotecnologia, nanoparticulas  metélicas,

cucurbiticeas, fisiologia de semillas.
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. INTRODUCCION

La nanotecnologia (NT) es considerada una tecnologia con un auge
importante para diferentes sectores (Patel et al., 2014), que puede impactar
dramaticamente revolucionando el sector salud, textil, materiales, informacion, las
tecnologias de la comunicacion y de la energia (Prasad et al., 2014). Esta dedicada
a la caracterizacion, elaboracion y aplicacion de materiales de dimensiones
nanométricas, los cuales tienen un tamafio que oscila entre 1-100 nm (Ali et al.,
2014). La NT es un area que cobra cada vez mas importancia en el mundo por su
capacidad para crear materiales y dispositivos con nuevas propiedades y funciones
(Jha et al.,, 2011), representando una de las mas novedosas innovaciones
cientificas, que tienen un gran potencial para la elaboracion de nanocompuestos
como nanofertilizantes y nanopesticidas para la agricultura (Lira-Saldivar y Méndez-

Arguello, 2018).

Cualquier material creado a escala nanométrica presenta nuevas
propiedades que son diferentes de los materiales convencionales, debido a su
pequefio tamafio y elevada relacién superficie volumen, expresada en mayor
reactividad quimica y energia superficial, con alta movilidad en el cuerpo de un

organismo incluyendo la entrada celular (Anusuya y Nibiya, 2016).

Las aplicaciones de la NT en los sistemas agricolas ofrecen el potencial para
mejorar significativamente su productividad y eficiencia al reducir costos y

cantidades de agroquimicos aplicados (Méndez-Arguello, 2016).



La agronanotecnologia como su nombre lo indica, se refiere a la aplicacion
de particulas con tamafio nano en la agricultura, puesto que estas particulas ofrecen

grandes beneficios para los cultivos (Ponce, 2016).

La tendencia actual de la agricultura del siglo XXI es formular productos con
nanoparticulas (NPs), ingredientes activos de tamafio nanométrico, lo cual los hace
mas eficientes y de facil disponibilidad, ademas de minimizar las pérdidas al aplicar

el producto (Ruiz Torres et al., 2016).

Es de vital importancia considerar dentro de los estudios con NPs a las
semillas, ya que estas son la base principal para el aseguramiento de un cultivo
productivo y el insumo de mayor importancia en la agricultura, siendo asi uno de los
principales objetos de estudio para conocer el efecto que tiene las NPs aplicadas

en semillas sobre los procesos fisiologicos.

Con base a lo antes expuesto, en el presente trabajo se muestran los
resultados obtenidos de la evaluacién del proceso germinativo de semillas de pepino
(C. sativus L.) variedad Poinsett 76, al ser sometidas a diferentes concentraciones

de (NPs) de 6xido de zinc de tipo comercial y sintetizadas.



1. HIPOTESIS
La aplicacion de nanoparticulas de Oxido de Zinc estimulara el proceso de

germinacion y el crecimiento de plantulas de pepino.

. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la aplicacién de NPsZnO de tipo comercial y de sintesis

en el proceso germinativo de semillas de pepino.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
% Determinar la respuesta del vigor de semilla y de la germinacién a la
aplicacion de dos tipos de NPsZnO (comercial y de sintesis).
% Conocer la concentracion y tipo de NPsZnO que tenga un efecto
positivo en el vigor y/o germinacion en semillas de pepino, asi como

aquella que pueda causar un efecto inhibitorio o fitotoxico.



V. REVISION DE LITERATURA

4.1 La nanotecnologia

La nanotecnologia (NT) se considera una novedosa innovacion cientifica que
estudia, disefia, crea, sintetiza, manipula, maneja, opera y aplica materiales,
aparatos y sistemas a nano escala (Ruiz Torres et al., 2016); estas estructuras son
tan pequefias que caen dentro del régimen de tamafio de 1-100 nm (Ali et al., 2014),
gue dependen de equipos especializados capaces de manipular las propiedades

fisicas y quimicas de sustancias a niveles moleculares.

La NT brinda una extensa gama de oportunidades de aplicacion, es
considerada una tecnologia con un auge importante para diferentes sectores (Patel
et al., 2014), que puede impactar dramaticamente revolucionando el sector salud,
textil, materiales, informacion las tecnologias de la comunicacién y de la energia

(Prasad et al., 2014).

La NT tiene ademas el potencial de proporcionar soluciones para los
problemas agricolas fundamentales causados por el manejo de fertilizantes
convencionales, ya que permite generar nanofertilizantes y promotores del
crecimiento; su uso promete menos dafios colaterales al medio ambiente y salud

humana (Pereira et al., 2014).

A pesar de que las posibles aplicaciones de la NT son muy vastas, los usos
actuales en el sector alimentario y agricola son relativamente pocos, debido a que

la nanociencia se encuentra en un estado emergente sefialé Siddiqui et al. (2015).



Por ejemplo, la NT permite detectar la presencia de plagas y enfermedades,
contaminacion de alimentos y aplicar la cantidad correcta de nutrientes y pesticidas
gue promuevan la productividad, al mismo tiempo que garanticen la seguridad del
medio ambiente y una mayor eficiencia en el uso de insumos agricolas
(Nuruzzaman et al., 2016).

Prasad et al. (2017) menciona otros beneficios potenciales de la NT en la
agricultura, como el mejoramiento en la calidad y seguridad de los alimentos,
reduccién de los insumos agricolas y el enriquecimiento de los nutrientes a
nanoescala en el suelo.

4.2 Aplicacion de la nanotecnologia en la agricultura

La NT aplicada a la agricultura, como se menciond anteriormente es muy
reciente, sin embargo, se considera que es la revolucion industrial del siglo XXI, de
manera similar como la biotecnologia y la electrénica fueron en el siglo XX (Prasad
etal., 2014). Las aplicaciones de la NT en los sistemas agricolas ofrecen el potencial
para mejorar significativamente su productividad y eficiencia al reducir costos y

cantidades de agroquimicos aplicados (Méndez-Arguello, 2016).

Entre los usos de la NT en la agricultura destacan la elaboracion de
nanopesticidas encapsulados en nanoparticulas (NPs) para su liberacion
controlada; estabilizacién de biopesticidas con NPs, liberacion lenta de fertilizantes
de NPs, produccién de biofertilizantes y micronutrientes para uso eficiente, y

aplicaciones de agroquimicos (Ghormade et al., 2011).

Las NPs son también importantes por su uso potencial para resolver

problemas que con productos a escala normal son muy costosos y no siempre se



logra una solucién eficiente (Allhoff y Lin, 2008). Tal es el caso de las aplicaciones
convencionales de fertilizantes que no son completamente eficaces, ya que no se
satisface la concentracibn minima requerida por los cultivos, debido a problemas
como la lixiviacién de los productos quimicos, la degradacion por fotdlisis, hidrélisis

y por degradacién microbiana (Lira-Saldivar et al., 2016).

La NT da la oportunidad de que distintos materiales en forma de NPs pueden
usarse para liberar pesticidas o fertilizantes en un momento y orientacion
especificos. Logrando de esta manera aplicar sustancias en areas muy localizadas
gue podrian reducir el dafio a otros tejidos de la planta y a su vez reducir el efecto

negativo al ambiente y a un agroecosistema en particular (Srilatha, 2011).

En el mismo sentido, Liu y Lal (2015) mencionan que las NPs pueden mejorar
el crecimiento vegetal en ciertos intervalos de concentraciones y que pueden ser
utilizados como nanofertilizantes, mejorando el rendimiento de los cultivos, y al

mismo tiempo reducir la contaminacion del medio ambiente.

4.3 Aplicacién de nanoparticulas en plantas

Reportes recientes seflalan que diversas NPs metalicas mejoran
significativamente el crecimiento de las plantas e incrementan la productividad
agricola Liu y Lal (2015). Las NPs debido a sus caracteristicas fisico-quimicas,
pueden modular el estado redox y el cambio de la germinacién de las semillas, el
crecimiento, el rendimiento y la calidad de las plantas (Mukherjee y Mahapatra,

2009).



La aplicacion de NPs en dosis bajas estimula la germinacion de la mayoria
de las especies, sin embargo, esta respuesta depende de la concentracion y el

genotipo (Hatami et al., 2014).

Estudios actuales sefialan el prometedor futuro de la aplicacion de
nanoparticulas como mejoradoras de la geminacién y esto podria atribuirse a que,
dependiendo de su tamafio pueden entrar en las células de la planta desde el
apoplasto, cruzando la membrana plasmatica a través de la endocitosis;
posteriormente pueden trasladarse de una parte a otra a través del flujo simplastico

(Rico et al., 2011).

Recientes investigaciones mencionan que las NPs se absorben facilmente
durante la etapa de imbibicion en el proceso de germinacion de las semillas, y tienen
la capacidad de generar cambios metabdlicos que ocurren durante la germinacion,
factor descrito por Delouche (2002), como el proceso fisiolégico mediante el cual
emergen y desarrollan, a partir de un embrion, las estructuras esenciales para la

formacion de una planta normal en condiciones favorables.

Hartmann y Kester (1999) dicen que la germinacion es un proceso de la
reactivacion de la maquinaria metabdlica de la semilla 'y la emergencia de la radicula

y de la plumula, que conducen a la produccion de una plantula.

4.4 Importancia del zinc en los cultivos
El zinc (Zn) es uno de los nutrientes esenciales necesarios para el
crecimiento y reproduccion de las plantas; es clasificado como un micronutriente, ya

gue la planta lo requiere en pequefias cantidades, este metal es un constituyente



de numerosas enzimas como anhidrasas, oxidasas y peroxidasas y juega un papel
importante en regular el metabolismo del nitrégeno, la multiplicacion celular, la
fotosintesis y la sintesis de auxinas (Rout y Das, 2003), ademas de ser necesario
para la formacion de clorofila y carbohidratos y para controlar la sintesis del acido

indol acético (Vitosh et al., 1994).

Las funciones metabdlicas del Zn se basan en su fuerte tendencia a formar
complejos tetraédricos con N-, O-, y especialmente S- ligados, por lo que juega tanto
un papel funcional (catalizador) como estructural en las reacciones enzimaticas en

procesos vitales para la planta (Navarro y Navarro, 2013).

La deficiencia de Zn es una de las mas comunes en las plantas y causa
severas reducciones en la produccién de cultivos, hay una serie de alteraciones
fisioloégicas en las células deficientes de Zn que ocasiona una inhibicion del
crecimiento, la diferenciacion y el desarrollo de plantas ademas de afectar la calidad
de productos cosechados, incrementar la susceptibilidad de lesiones por alta

intensidad de luz o temperatura y por infeccion por hongos (Cakmak, 2000).

La deficiencia de Zn no solo retrasa el crecimiento y rendimiento de las
plantas, también tiene efectos sobre los seres humanos, mas de 3 mil millones de

personas en todo el mundo sufren de deficiencias de Fe y Zn (Hafeez et al., 2013).

En este trabajo se determina el efecto de NPsZnO de dos procedencias,
comercial y sintetizada por el Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA),

en la germinacion y vigor en semilla y plantula de pepino (Cucumis sativus L.).



V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Ubicacion del sitio experimental
El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Fisiologia del Centro
de Capacitaciéon y Desarrollo en Tecnologia de Semillas (CCDTS), de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), localizada a 6 km al sur de Saltillo,

Coahuila, México.

5.2 Preparacion de suspensiones con nanoparticulas de 6xido de zinc.
La preparaciéon de las suspensiones de nanoparticulas comerciales y
sintetizadas tipo “redonda”, se realizé en diferentes concentraciones (0.0, 0.5, 1, 5,
10 y 50 mg L) en agua destilada, y posteriormente se dispersaron en un vortex

Labnet VX100, por un tiempo de 20 minutos.

5.3 Imbibicién de las semillas

Para determinar el efecto de la aplicacion de las NPs en la germinacién de
semillas de pepino (C. sativus L.) variedad Poinsett 76, se establecieron seis
tratamientos con seis repeticiones de 25 semillas para cada tipo de NP (comercial
y sintetizada).

Los tratamientos consistieron cada uno en la imbibicién de 150 semillas de
pepino (6 repeticiones de 25 semillas cada una), las cuales se colocaron sobre papel
filtro en una caja Petri, y se aplicé 12 ml de las NPsZnO en suspensién, con una
micropipeta en las diferentes concentraciones 0.0, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 y 50.0 mg L.
Posteriormente, las cajas Petri con semillas tratadas se colocaron en una camara
de ambiente controlado Thermo Scientific por 24 horas, a una temperatura de 25 °C

+ 2 °C, con una humedad relativa 50% y un fotoperiodo de 16/8 h luz/obscuridad.



5.4 Siembra en papel anchor
Una vez concluido el periodo de imbibicién, se realizo la siembra, la cual
consistio en colocar 25 semillas por repeticién sobre papel anchor humedecido con
agua destilada, en una hilera con distribucién homogénea a lo largo del papel. En
seguida se cubrieron las semillas con otra hoja de papel anchor previamente
humedecido y se enrollé, dandole forma de taco; posteriormente, se acomodaron
dentro de una bolsa de polietiieno, que después se introdujo dentro de un
contenedor de plastico y nuevamente se coloc6 en la cadmara de ambiente
controlado.
5.5Variables evaluadas
5.5.1 Porcentaje de vigor de germinacion
Para la evaluacion de esta variable se realizé un primer conteo a los
cuatro dias después de la siembra, se determinaron las plantulas normales
(plantulas con raiz y tallo desarrollado, y cada estructura por lo menos dos
veces el tamafio de la longitud de la semilla), con esta evaluacion se
determind el vigor de germinacion, el cual se expreso en porciento e indica
el potencial biolégico de la semilla que favorece el establecimiento rapido y
uniforme bajo condiciones de campo.
5.5.2 Porcentaje de germinacion
Esta variable se evalué ocho dias después de la siembra como lo
indicala ISTA (2004); consistié en un segundo conteo de plantulas normales,

el resultado fue expresado en porcentaje.
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5.5.3 Plantulas anormales

Se considerd como plantulas anormales a aquellas plantulas con raiz
primaria dafiada, sin desarrollo y/o emergencia, con poco vigor, con
geotropismo negativo; sin raices secundarias ademas de hipocotilo, epicotilo
y mesocétilo sin desarrollo, ensanchado, torcido o sin emergencia igualmente
cotiledones y hojas deformes, necroéticas o dafiadas por infecciones (Garcia-
Lépez et al., 2016).

5.5.4 Semillas sin germinar

Se realiz6 un conteo de todas aquellas semillas que no lograron
germinar por causa de factores intrinsecos, el resultado fue expresado en
porcentaje.

5.5.5 Longitud media de plumulay de radicula

Se midi6 con ayuda de una regla graduada todas las plantulas
normales contabilizadas para determinar la variable porcentaje de
germinacion, y el resultado se expreso en centimetros; se midié del cuello de
la plantula hasta la yema apical de la misma para longitud de plumula y del
cuello de la planta hasta el apice de la raiz principal para longitud de radicula.

5.5.6 Peso seco de plantula

Se realizo al finalizar la evaluacion de las demas variables, y consistio
en llevar todas las plantulas normales por repeticion dentro de bolsas de
papel de estraza a una estufa de secado, (Riossa H-48) por un lapso de 24
horas, a una temperatura de 72°C. Transcurrido el tiempo de las muestras
dentro de la estufa de secado se procedi6 a pesarlas en una balanza analitica

AND-HR200, el resultado fue expresado en mg/plantula.
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5.6 Andlisis estadistico

El experimento se establecio en un disefio completamente al azar con arreglo
factorial (2x6). El primer factor lo formo el tipo de NPs y el segundo los tratamientos
de concentraciones y el modelo utilizado fue Yik= u + ai + B + aBij+ eik. En donde
p= Media general; ai= Efecto del iésimo nivel del factor A; Bi= Efecto del j-ésimo nivel
del factor B; aBi= Efecto de la interaccién entre el factor aiy j; eijk= Componente

del error aleatorio.

Para determinar diferencias estadisticas entre los tratamientos y las
concentraciones, los datos de las variables evaluadas se sometieron a un analisis
de varianza; después, se llevd a cabo una comparacion de medias con la Prueba
de Tukey (P<0.05), para determinar la eficiencia de los tratamientos (NPszZnO
comercial y de ingenieria de tipo redonda) y concentraciones (0.0, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0
y 50.0 ppm). Los datos obtenidos se analizaron con el paquete estadistico SAS

Institute (2004).
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VI.  RESULTADOS Y DISCUSION
De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis de varianza (Cuadro 1)
del bioensayo de germinacion de semillas de pepino variedad Poinsett 76, al ser
sometidas a aplicaciones de nanoparticulas de Oxido de Zinc (comercial y

sintetizadas), a diferentes concentraciones, se encontro lo siguiente:

En las fuentes de variacion tipo de nanoparticula (comercial o de sintesis),
y/o concentracién (0.0, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 y 50.0 ppm) se encontraron diferencias
altamente significativas (P<0.01) para las variables vigor de germinacién, longitud

media de plumula y longitud media de radicula.

Sin embargo, para la interaccion tipo de nanoparticula x concentracion se
encontrd diferencias altamente significativas (P<0.01) en las variables longitud
media de plumula y longitud media de radicula, mientras que para el resto de las
variables estudiadas no se obtuvo valores significativos al ser sometidas a los

diferentes tratamientos.

Los resultados significativos encontrados en las distintas variables podrian
deberse a la composicion, concentracion, tamafio, propiedades fisicas y quimicas
de las NPsZnO, asi como el genotipo en la cual se realizan las aplicaciones de NPs,
ademas el revestimiento superficial y la reactividad (Ma et al., 2010; Hatami et al.,

2014; Khodakovskaya et al., 2012).
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Cuadro 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza para las variables evaluadas en la germinacion de semillas de pepino
(Cucumis sativus L.) por efecto de la aplicaciéon de NPsZnO comercial y de sintesis con forma redonda.

FV GL Vigor Germinacion PA SSG PS LP LR

(%) (%) (%) (%) (mg/Plantula) (cm) (cm)

Tipo de 1 876.75** 4.35NS 2.00NS 5.2INS 0.09NS 138.84** 153.24**
nanoparticula

Concentracion 5 475.25** 18.16NS 10.62NS  9.15NS 1.16NS 24.23*  60.27**
Part * Conc 5 211.63NS 18.48NS 5.98NS  9.07NS 2.42NS 17.72*  27.70**

Error 40 107.1 26.08 15.08 6.74 1.33 4.35 7.91

C. V. (%) 14.4 5.39 117.40 160.79 8.67 18.25 19.42

**=Djferencia altamente significativa al 0.01; NS= No significativo; FV= Fuentes de variacion; GL= Grados de libertad; Part = tipo de nanopatrticula;
Conc = Concentracion; PA= Plantulas anormales; SSG= Semiillas sin germinar; PS= Peso seco de plantula; LP= Longitud media de plumula; LR=
Longitud media de radicula; CV (%)= Coeficiente de variacion.
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En el Cuadro 2 de comparacion de medias para tratamientos (Prueba de
Tukey, P<0.05), para las variables evaluadas, se encontré que las semillas tratadas
con NPsZnO de sintesis, superaron con un 9 % el indice de vigor de germinacion,
comparado con la aplicacién de NPsZnO comerciales (Anexo 1), lo anterior indica
gue el uso de NPszZnO tiene un efecto promotor de vigor. En si, el vigor se relaciona
con la velocidad y uniformidad de germinacion y crecimiento de plantulas. La ISTA
(2004) lo define como la suma total de aquellas propiedades que determinan el nivel
de actividad y capacidad de la semilla o lote de semillas de germinacion aceptable,
en un amplio rango de ambientes. Por otro lado, la AOSA (1983) define al vigor,
como la suma total de aquellas propiedades de la semilla que determinan el
potencial para una rapiday uniforme emergencia y desarrollo de plantulas normales

bajo un amplio rango de condiciones de campo.

El incremento en el porcentaje de vigor podria atribuirse principalmente a la
penetracion de nanomateriales en la semilla, que permiten aumentar la imbibicion
de agua y micronutrientes, acelerando la degradacion de reservas, y beneficiando

a las primeras etapas del proceso germinativo (Ruiz-Torres et al., 2016).

El porcentaje de germinacion mostré ser alto con ambos tipos de NPs, con
un 95% en las NPsZnO de sintesis y 94% con las NPsZnO comerciales, estos
resultados muestran que la semilla presentaba vigor intermedio (67 % comerciales
y 76 % de sintesis) (Cuadro 2 y Anexo 1). De la Rosa et al. (2013) indican que al
aplicar concentraciones de NPsZnO de 400 y 1600 mg L' en el proceso de

imbibiciéon de semillas de pepino, se incrementd el porcentaje de germinacién.
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Cuadro 2. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el ensayo de germinacion de semillas de pepino (Cucumis
sativus L.) por efecto de la aplicacién de NPsZnO comercial y de sintesis con forma redonda.

Tipo de Vigor Germinacion P.A. SSG PS LP LR
nanoparticula (%) (%) (%) (%) (mg/pléantula) (cm) (cm)
Comercial 67 b 94 a 4 a 2a 13.34 a 11.78 a 14.86 a
De sintesis 76 a 95 a 3a 2a 13.32 a 11.09 b 14.10 b
Media 72 95 3 2 13 11 14
Tukey 5.80 2.86 2.17 1.45 0.87 0.21 0.29

Valores con la misma literal en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05%); PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin
germinar; PS= Peso seco de plantula; LP= Longitud media de plimula; LR= Longitud media de radicula.
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Para las variables estudiadas por ciento de germinacion, plantulas
anormales, semillas sin germinar y peso seco de plantula, la aplicacién de ambos
tipos de nanoparticulas no repercuti6 de manera significativa en su expresion

(Anexo 1, 2y 3).

La aplicacion de NPs comerciales mostrd un efecto positivo para la variable
longitud media de plumula obteniendo una media de 11.78 cm, superando asi con
0.69 cm a las NPs de sintesis que obtuvieron una media de 11.09 cm, de igual
manera para la variable longitud media de radicula se obtuvo una media de 14.86
cm, incrementando 0.76 cm con la aplicacion de NPs comerciales, comparandolas
con las NPs de sintesis que expusieron una media de 14.10 cm (Cuadro 2 y Anexo

4),

Lo anterior sefala claramente que la aplicacion de NPsZnO de tipo comercial
modifican la respuesta fisiologica de las variables de longitud media de plumula y
de radicula, mostrando un efecto positivo, favoreciendo asi el desarrollo de las

plantulas.

El incremento longitudinal de la plumula y de la radicula de las plantulas,
podria deberse a los efectos benéficos de las NPsZnO, a las que se les atribuye
una mayor produccién de enzimas responsables de las reacciones metabdlicas. Por
otra parte, podrian incrementar los niveles de acido indol acético (AlA), en las raices
o brotes, que a su vez pueden incrementar el vigor de las semillas y por ende el

crecimiento de plantulas (Krishna y Natarajan, 2014).
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En el mismo sentido Anusuya y Nibiya (2016), trabajaron con otro tipo de NPs
y mencionan que la aplicacion de NPs de quitosano-plata (Ag-CS) en semillas de
garbanzo (Cicer arietinum), mostré un efecto promotor sustancial del crecimiento
sobre la germinacion, longitud de plumula y de radicula, y mayor acumulacion de
peso fresco y de peso seco, ademas de un notable aumento de clorofila. En otros
estudios realizados por Prasad et al. (2012), revelan que en semillas y plantas de
cacahuate (Arachis hypogaea), a una concentraciéon de 1000 mg L' de NPs de ZnO
promovio efectos significativos en la germinacién, asi como mayor elongacion de

raiz y tallo.

Las NPszZnO pudieran estar actuando como nanofertilizante al estar
relacionado con la actividad que tiene en la sintesis de triptéfano, el cual es
precursor en la produccién de auxinas fitoreguladoras del crecimiento, promoviendo

elongacion y division celular (Rehman et al., 2012).

En el Cuadro 3 se presenta la comparacion de medias de las variables
evaluadas por concentracion de NPsZnO, las semillas de Cucumis sativus L.
respondieron de manera variable, mostrando el mayor incremento en el porcentaje
de vigor de germinacion, al ser sometidas a una concentracion de 50 ppm,
resultando en un 84%, comparado con la concentracion testigo, mostré ser un 19%
superior (Anexo 5). Sin embargo, reportando como porcentaje con respecto al

testigo (19/65=0.292*100) se obtuvo 29.23%.

Para la variable porciento de germinacion, aunque en el analisis de varianza
no se encontraron diferencias significativas, en el andlisis de comparacion de
medias por concentracion se observo un 97% de germinacion al tratar las semillas
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con 5 ppm y 50 ppm, sin embargo no es estadisticamente diferente al resto de los
tratamientos, ya que todos se encuentran dentro el mismo grupo estadistico. Aun
asi, se mostro un incremento comparado con el tratamiento control que tuvo un 93%

(Anexo 5).
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Cuadro 3. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el ensayo de germinacién de semillas de pepino

(Cucumis sativus L.) por efecto de la aplicacién de NPsZnO comercial y de sintesis con forma redonda.

Concentracién Vigor Germinacion P A SSG PS LP LR
(ppm) (%) (%) (%) (%) (mg/plantula)  (cm) (cm)
0 65 b 93 a 4 a 3a 13.61 a 11.72 a 14.02 bc
0.5 74 ab 94 a 5a la 1291 a 10.86 b 1393 ¢
1 71 ab 94 a 4a 2a 12.85a 11.54 a 14.71 ab
5 65 b 97 a 2a la 13.10 a 11.36 ab 14.12 bc
10 68 b 94 a 3a 3a 13.54 a 11.53 a 14.62 abc
50 84 a 97 a 2a la 13.85a 11.70 a 15.22 a
Media 72 95 3 2 13 11 14
Tukey 15.07 7.44 5.65 3.78 2.29 0.56 0.75

Valores con la misma literal en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05%); ppm= partes por millén PA= Plantulas anormales;

SSG= Semiillas sin germinar; PS= Peso seco; LP= Longitud de plumula; LR= Longitud de radicula.
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Para las variables plantulas anormales, semillas sin germinar (Anexo 6) y
peso seco de plantula, se encontré que las diferentes concentraciones aplicadas
presentaron un efecto similar, posiciondndose todas dentro de un mismo grupo

estadistico.

El Cuadro 3 indica que para obtener una mayor longitud de radicula, se
deber& aplicar la concentracién de 50 ppm de las NPsZnO (Anexo 7), de igual
manera el porcentaje de vigor se veria afectado positivamente con un 84% como se
menciono6 anteriormente; la longitud media de radicula es de 15.22 cm, obteniendo
un incremento medio de 1.22 cm, en comparacion al tratamiento testigo, que fue de

14.02 cm.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con lo reportado por
Mukherjee et al. (2014), quienes aplicaron NPsZnO a diferentes concentraciones (O,
125, 250 y 500 mg kg?!), a plantas de Pisum sativum L., cultivadas en suelos
enriquecidos con materia organica, encontrando que en comparacion con el control,
todas las concentraciones aumentaron significativamente la elongacién de la raiz.
Zafar et al. (2016) evalud el efecto de NPszZnO aplicadas al medio de cultivo de
Murashige y Skoog (MS), para la siembra de explantes de tallo de Brassica nigra,
reportando que a concentraciones bajas (1-20 ppm), dio como resultado la

produccion de raices blancas y finas.

Igualmente Narendhran et al. (2016) al estudiar la toxicidad de las NPsZnO
en la germinacion de Sesamum indicum y su actividad antibacteriana
(Pseudomonas aeruginosa y Shigella dysenteriae), utilizando NPsZnO y nano-ZnO
de forma esférica con un tamafio de particula promedio de 18 £+ 2 y 12 + 3 nm,
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respectivamente, en concentraciones de (0.1, 0.25, y 0.5 g L), reportando un buen
crecimiento de la raiz, ademéas de una inhibicion maxima contra patégenos, al
aplicar dosis bajas. Por lo tanto, las NPsZnO se pueden usar eficazmente como
agentes antibacterianos y nanofertilizantes en el aspecto ambiental del desarrollo

agricola.

Janmohammadi y Sabaghnia (2015) sugieren que la incorporaciéon de NPs
como pretratamiento en semillas mejora notablemente el rendimiento en
germinacion y provoca una revitalizacion eficaz de las plantulas. Los efectos
significativos en el crecimiento y desarrollo de las plantulas se atribuyen a la
aplicacion del Zn, por ser un elemento esencial para la division celular y por su
importancia como componente de varias enzimas (Pandey et al., 2010); aunque
también esta implicado en la sintesis de proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos

nucleicos (Tarafdar et al., 2014).

Resultados similares fueron reportados por Cruz (2017), quien sometio a
imbibicion semillas de calabaza (Cucurbita pepo) con NPs de Zinc + Fierro, y a una
concentracion de 10 ppm, obtuvo un efecto positivo en el vigor de germinacion y en

el incremento de la longitud de plumula.

También como ejemplo se puede citar el trabajo realizado por Garcia-Lépez
et al., (2017), quienes evaluaron el efecto de las NPsZnO en germinacion y vigor de
semillas de Chile habanero (Capsicum chinense Jacg.) a diferentes
concentraciones (0, 100, 200, 300, 400 y 500 ppm) aplicadas en el proceso de

imbibicién, reportando un efecto significativo en la germinacion y el vigor,
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incrementando la longitud de plumula 14.67% y longitud de radicula 20.12%, a una

concentracion de 300 ppm, en comparacién con el tratamiento control.

Arredondo (2016), estudi6 el efecto de la aplicacion de NPsCu durante el
proceso de imbibicion a diferentes concentraciones (0.5, 1, 5, 10 y 50 ppm) en
semillas de tomate (Lycopersicum esculentum) y chile ancho (Capsicum annuum),
obteniendo los mas altos valores medios con la aplicacion de NPsCu a 5 ppm,
modificando la germinacion y crecimiento de plantulas resultando cambios en vigor,

longitud de radicula y longitud de plantula de ambas especies.

En el presente trabajo, al analizar la interaccion entre factores, se encontrd
gue la variable longitud media plumula presenté mayor crecimiento al aplicar
NPsZnO de tipo comercial, a una concentracion de 1 y 10 ppm, obteniendo medidas
de 12.21 y 12.01 cm, respectivamente (Anexo 8). De igual manera, para la variable
longitud media de radicula se obtuvo un comportamiento muy similar referente a la
variable LMP, debido a que el mayor crecimiento de LMR se dio al aplicar NPsZnO
de tipo comercial, a una concentracion de 1 y 10 ppm, obteniendo medidas de 15.36

y 15.41 cm, respectivamente (Anexo 9).

En este trabajo se pudo demostrar que las NPsZnO de tipo comercial,
aplicadas a 1 ppm durante el proceso de imbibicién de semillas de Cucumis sativus
L. por un periodo de 24 horas, mostraron efectos positivos, incrementando
significativamente la longitud de plumula y de radicula, ademas de disminuir el
porciento de plantulas anormales y semillas sin germinar. El nivel de respuesta

depende del tipo de nanoparticula, concentracion y genotipo.
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VIl.  CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos nos permiten concluir que las NPsZnO de sintesis
tipo redonda modifican el proceso de germinacion y crecimiento de plantulas de
pepino C. sativus L. variedad Poinsett 76, en especial a una concentracion de 50
ppm, aplicadas durante el periodo de imbibicion de semillas, demostrando tener
potencial para ser utilizadas como promotoras de crecimiento, puesto que tienen
efecto positivo al incrementar el indice del porcentaje de vigor en 19% y mejorar la

longitud de radicula 1.20 cm, comparado con el tratamiento testigo.

De acuerdo a los resultados de la interaccion entre factores, se puede
concluir que, para obtener una mayor longitud media de plumula y radicula, se

deberé aplicar la concentracion de 1 ppm de las NPsZnO comercial.

Estos resultados sugieren que la aplicacion de NPsZnO en las dosis
correctas, puede mejorar la calidad y uniformidad de plantulas de pepino para su
establecimiento en campo. Por lo tanto, las NPsZnO pudiesen representar una
nueva opcion como un agroinsumo promotor de la germinacion y crecimiento de
plantulas de diferentes especies. Debido a que la aplicacion de las NPs es en muy
pequefas cantidades, este insumo puede tener un buen potencial para coayubar en

la promocion de una agricultura sustentable.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Vigor y germinacion de semillas tratadas con NPszZnO
comerciales y de sintesis (redondas), en bioensayo de
germinacion.
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Anexo 2. Plantulas anormales y semillas sin germinar obtenidas de
semillas tratadas con NPszZnO tipo comercial y de sintesis
(ingenieria), en bioensayo de germinacion.
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Anexo 3. Peso seco de plantula obtenida de semillas tratadas con
NPszZnO comercial y de sintesis (redonda).
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Anexo 4. Longitud media de plumula y longitud media de radicula
de plantulas obtenidas de semillas tratadas con NPsZnO Comercial
y de sintesis (ingenieria), en bioensayo de germinacion.
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Anexo 5. Porciento de vigor y de germinacion de semilla de pepino
tratada con diferentes concentraciones de NPsZnO tipo comercial
y de sintesis, en bioensayo de germinacion.
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Anexo 6. Porciento de plantulas anormales y de semillas sin
germinar, obtenidas en bioensayo de germinacion de semillas de
pepino tratadas con NPsZnO en diferentes concentraciones.
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Anexo 7. Longitud media de plumula y longitud media de radicula
de plantulas de pepino obtenidas de semillas tratadas con
diferentes concentraciones de NPsZnO tipo comercial y de sintesis,

en bioensayo de germinacion.
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Anexo 8. Longitud media de plumula de plantulas de pepino de
acuerdo a la interaccion tipo de nanoparticula (comercial y de

sintesis) por las diferentes concentraciones.
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Anexo 9. Longitud media de radicula de plantulas de pepino de
acuerdo a la interaccion tipo de nanoparticula (comercial y de

sintesis) por las diferentes concentraciones.
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