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RESUMEN

Respuestas Fisioldgicas de Germinacion, Vigor y Desarrollo de Plantulas de
Tomate (Lycopersicum esculentum), Debido a Tratamientos con Nanoparticulas
de Oxido de Zinc

Hoy en dia la agricultura convencional y su mala aplicacion esta causando serios
problemas a los ecosistemas, es por ello que se busca el uso de las
nanoparticulas (NPs), un tema de suma importancia en el &mbito agricola, ya que
con ello se pretende encontrar materiales y dosis adecuadas para ser utilizadas
como fertilizantes, solo que, a escala nano, con ello se pretende conservar el
medio ambiente y los agroecosistemas, tratando de apoyar el desarrollo de la

agricultura sustentable.

El presente trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica
de Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de semillas
de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), con el objetivo de
evaluar la efectividad de la aplicacion de dos tipos de NPs de 6xido de zinc
(NPszZnO), esto como una opcién para promover el vigor de germinacion de
semillas y el crecimiento de plantulas de tomate (Lycopersicum esculentum).

Se establecié un bioensayo, que constdé en dos tipos de NPs (comerciales y
esféricas de sintesis) y 6 dosis (0.0, 0.5, 1, 5, 10 y 50 ppm) de NPsZnO. Cada
tratamiento consto de seis repeticiones de 25 semillas de cada tipo de NPs. Las
semillas fueron colocadas en cajas Petri sobre papel filtro, posteriormente se
afiadieron 10 ml de cada concentracion con NPs ZnO y se les dejé imbibir por 24

horas.

Posterior al tratamiento, las semillas fueron sembradas entre dos capas de papel
Anchor con agua destilada, y enrollados en forma de “taco” para ser introducidos
a una camara bioclimatica, a una temperatura de 25°C, y un fotoperiodo de 16

horas luz y 8 horas oscuridad. Las variables evaluadas fueron: vigor de
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germinacion, porcentaje de germinacion, plantulas anormales, semillas sin

germinar, longitud de vastago y de radicula y peso seco de plantula.

Los resultados obtenidos indican que las NPsZnO de tipo comercial a una
concentracion de 0.5 ppm, aplicadas durante el periodo de imbibicion en semillas
de tomate, tiene un efecto positivo en el vigor y en el incremento de la longitud
de radicula, y un buen indice de germinacion, por lo tanto, con base en este
trabajo se puede considerar que las NPsZnO tienen potencial para ser utilizadas
como promotoras de crecimiento. Asimismo, a una concentracion de 10 ppm se

promueve la elongacién de vastago con respecto al testigo (0 ppm).

Palabras clave: nanoparticulas, 6xido de zinc, vigor, germinacion, longitud de

radicula.



l. INTRODUCCION

La nanociencia (NC) y la nanotecnologia (NT) son nuevas fronteras de
este siglo, su aplicaciobn en la elaboracion de medicamentos y productos
farmacéuticos inici6 afos atrds, sin embargo, en la agricultura y sector
alimentario es relativamente reciente. La NT da la oportunidad de liberar
controladamente productos agroquimicos, utilizar de manera eficiente los
nutrientes, y mejorar el desarrollo de la planta; ademas se puede convertir en una

herramienta para el estudio de sistemas bioldgicos.

Las NPs son entidades muy pequefas, generalmente de forma esférica,
con dimensiones entre 1 y 100 nm, aunque se pueden sintetizar en cualquier
forma. La obtencion de NPs metalicas estables en solucion ha sido un area muy
activa de investigacion, las méas estudiadas son las de metales nobles: oro, plata,
platino y paladio. Sin embargo, avances nanotecnoldgicos recientes sugieren que
las NPs de 6xido de metal se utilizaran en diversos campos, como en remediacion

ambiental, biomedicina y en la agricultura.

En el area agricola, las NPs de Oxido de metal tienen el potencial de
resolver problemas de nutricién y fitosanitarios, tanto en campo como en
invernadero, a un menor costo y con menos aplicaciones, disminuyendo los

efectos adversos en el ambiente por el excesivo uso de insumos agricolas.

Otra posible aplicacion de las NPs, es como tratamiento para mejorar la
germinacién y el desarrollo de plantulas. En este sentido, las NPs se aplican
durante la imbibicion de la semilla, y estas son absorbidas a través de la testa o
el pericarpio y se evalla su efecto en variables relacionadas con atributos de
calidad. En este trabajo, se evaluara el efecto de NPs metalicas comerciales y
esféricas de sintesis de NPsZnO, en el proceso de germinacion, y su efecto en

el crecimiento de plantulas.



Il. HIPOTESIS

La aplicacion de NPsZnO durante la etapa de imbibicion de semillas,
estimula la germinacion y el crecimiento temprano de plantulas de Lycopersicum
esculentum. Por lo tanto, se estimularan los caracteres asociados con el vigor de

las semillas.

[I. OBJETIVOS

Determinar el efecto de la aplicacién de NPsZnO de tipo comercial y de

sintesis (esféricas), sobre la germinacion y el vigor, en semillas de tomate.

Conocer el efecto de dos tipos de NPszZnO (comercial y esféricas de

sintesis), en el desarrollo de plantulas de tomate.



V. REVISION DE LITERATURA

4.1 Semillas
Las semillas son las unidades de dispersion y reproduccion en las plantas,

permanecen inactivas hasta que se presentan las condiciones que le permitan
iniciar su actividad y dar nacimiento a una planta joven (Herrera et al., 2006). El
mismo autor menciona que la germinacién incorpora eventos que se inician con
la absorcion de agua por la semilla y terminan con la elongacién del eje

embrionario.

El CIAT (1992) indica que la semilla debe contener atributos claves, los
cuales se pueden clasificar en cuatro grupos generales: genéticos, fisiolodgicos,
fitosanitarios, y fisicos, con las cuales la semilla debe mantener su pureza varietal
y debe dar origen a plantas sanas, vigorosas y productivas. EI componente
fisiologico se ve afectado por el clima y las condiciones de manejo de la semilla
durante la produccion, este componente es considerado como el principal

responsable de la longevidad de las semillas y del vigor de las plantulas.

CATIE (2000) menciona que el vigor de una semilla es la suma total de
aguellas propiedades que determinan el nivel de actividad y desempefio de la
semilla o lote de semillas durante la germinacion y emergencia de plantulas. Las
semillas que se desempefian bien son catalogadas como de alto vigor y aquellas
gue se desempefian en forma pobre son llamadas de bajo vigor.

Por otro lado, Navarro et al. (2015) indican que el vigor es la suma de
aguellas propiedades que determinan la actividad y el nivel de desempefio de
lotes de semillas de aceptable germinacién, en un amplio rango de ambientes, y
esté relacionado con la tasa y uniformidad de la germinacion y el crecimiento de
plantulas; la habilidad para la emergencia en condiciones ambientales
desfavorables y el desempefio de las semillas posterior al almacenamiento,

particularmente en la retencion de la capacidad germinativa.

En cuanto al vigor de germinacion, el CATIE (1996) indica que es el tiempo

transcurrido entre el inicio de la germinacion y su terminacion, puede ser corto o



largo, cuando mas corto es este periodo es mayor la energia germinativa y se

mide en funcién del tiempo.

4.2 Nanociencia y Nanotecnologia

Mendoza y Rodriguez (2007) indican que la NC y la NT se presentan como
un area nueva de investigacion en el estudio de los materiales donde convergen
diversas ramas del conocimiento que permiten estudiar fendmenos inéditos que
ocurren a nivel atbmico y molecular. La importancia de la NT radica en que en
mundo nanométrico (0-100 nm) los materiales pueden adquirir o realzar

propiedades diferentes a las que tienen a escala macroscoépica.

Los ultimos 20 afios, términos como nanotecnologia (NT), nanociencia,
nanoparticulas (NPs), nanomateriales o nonoestructuras, han cobrado gran
auge, ya que tienen su fundamento en el estudio de los fenébmenos ocurridos a
escala nanométrica. Las NPs son de tamafio muy diminuto, el término deriva de
la palabra griega nano, que quiere decir enano, y particula parte muy pequefia
de un objeto (Serena y Correia, 2003).

Las NPs pueden obtenerse del medio ambiente con sus caracteristicas
naturales o pueden ser generadas de forma sintética a los cuales se les atribuye
caracteristicas especiales. A su vez, los nanomateriales pueden ser subdivididos

en nanoparticulas, nanocapas y hanocompuestos (Quintili, 2012).

4.3 Uso y aplicaciéon de la NT en la agricultura
Quispe-Challco (2010) menciona que las NPs en el campo de la

agronomia, evitarian aplicar grandes cantidades de quimicos a un cultivo;
ademas, van dirigidos a las partes donde se requiere. Por otro lado, se cree que
las NPs metalicas podrian ser estimulantes para fijar mas los nutrientes durante
la imbibicién de las semillas y por ende obtener plantulas vigorosas, asegurando
un alto porcentaje de germinacion de las mismas. De igual forma, se pueden usar
como biosensores dando un enfoque sobre la deteccion de plagas y
enfermedades a tiempo, evitando dafio al cultivo; aqui es donde las NPs pueden
brindar mejores condiciones de aprovechamiento de los recursos y al mismo

tiempo cuidar al medio ambiente. Por otro lado, se cree que podria traer efectos



negativos hacia la salud del ser humano. Con estos materiales, en un futuro

asegurariamos la actividad agroalimentaria y el medio ambiente.

Lira et al. (2014) indican que la agricultura es un area donde las nuevas
tecnologias se aplican para mejorar el rendimiento de los cultivos. La nano
agricultura implica el empleo de NPs, considerando que estas NPs ofreceran
algunos beneficios para los cultivos. La aparicion de nuevos nanodispositivos y
nanomateriales abren nuevas aplicaciones potenciales en la agricultura y la

biotecnologia.

Noormans (2010) dice que la NT puede ser utilizada en la agricultura y
produccion de alimentos en forma de nanosensores, que pueden ayudar a
mejorar la produccién y la seguridad alimentaria, y funcionan como dispositivos

de control externo que no terminan en el mismo alimento.

Un ejemplo de las posibilidades de las NPs de penetrar las células es el
de un nanoplaguicida en proceso de creacion conjunta entre institutos de
investigacién agricola de México e India que atacaria la pelicula (testa) que
recubre la semilla de las malezas. Se impediria la germinacion, con lo que se
destruiria la semilla matando al embrién, aunque estuviera profundamente
enterrada, fuera del alcance del agricultor y de los plaguicidas convencionales,
porque las particulas del suelo no podran impedir la migracion descendente de
las mindsculas NPs plaguicidas (Molins, 2008).

4.4 Efecto de las NPs en la germinacion y vigor de la semilla

Hatami (2017) menciona que los nanomateriales modificados afectan la
germinacion de las semillas, el crecimiento de las plantas, la estructura celular y
la funcion. Sin embargo, se sabe poco sobre los efectos de los hanomateriales
artificiales en las plantas, especialmente las plantas que son cultivos alimentarios
y / o industriales. Los impactos de varios materiales de tamafio nanometrico,
nanomateriales basados en carbono y NPs de metal u 6xido metalico, en la
fisiologia de la planta son complejos; incluso el mismo tipo de estos materiales
puede tener diferentes impactos biolégicos en varias especies de plantas.

Algunos estudios han encontrado efectos positivos de los nanomateriales en
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diferentes especies de plantas; sin embargo, hay informacion disponible sobre la
toxicidad de varios nanomateriales sobre el crecimiento y desarrollo de las
plantas, en general se ha descubierto que ambos dependen fuertemente de las
especies y de las propiedades de los hanomateriales utilizados.

Ruiz-Torres et al. (2017) mencionan que el efecto de las NPs comienza a
manifestarse desde la germinacion de las semillas, reflejandose en una mayor
emergencia y uniformidad, que se observa en la germinacion final, debido
principalmente a la penetraciéon 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) también indican que las plantas sometidas a altas
concentraciones de NPs sufren pérdida en la capacidad de la germinacion,
reduccion en la tasa relativa de crecimiento, menor viabilidad del polen, modifica
la expresion de genes y altera la generacion de especies reactivas de oxigeno,
la aplicacion de NPs tiene diferentes efectos importantes sobre la planta, la

germinacion y el crecimiento temprano de la raiz.

Singh et al. (2013) realizaron un estudio donde compararon los efectos de
particulas de éxido de zinc a granel y nanométrico (NPsZnO), encontraron que
las particulas de 6xido de zinc aumentaron la germinacién, crecimiento de las
plantulas, pigmentos, azucar y proteinas contenidas junto con el incremento de

las actividades antioxidantes en los cultivos de repollo, coliflor y tomate.

Sharma et al. (2012) mencionan que el peso fresco, la longitud de la raiz
y el indice de vigor de las plantulas se ve afectado positivamente por el
tratamiento con NPs de plata (NPsAg), donde indujo un aumento del 326% en la
longitud de la raiz y un aumento del 133% en el indice de vigor de las plantulas
tratadas. Se encontro que los efectos estimulantes observados de las NPs de
plata son dependientes de la dosis, siendo el tratamiento de 50 ppm Optimo para

provocar la respuesta al crecimiento.



Por otra parte, en un estudio realizado con semillas de cebolla (Allium
cepa), se encontrd que al aplicar NPsZnO en menor concentracion, se aumenté
la germinacion, crecimiento temprano de las plantulas, mejor6 la division celular,
sin embargo, estas disminuyeron significativamente en concentraciones mas

altas (Raskar y Laware, 2014).

La aplicacién de NPsCu a dosis bajas, promueve el vigor de germinacién
y el desarrollo del tallo y/o radicula en los cultivos de chile, tomate y pepino, en
especifico los tratamientos con 5y 10 ppm. Lo cual se puede llevar a cabo por

medio de mayor division y/o elongacién celular (Ruiz-Torres et al., 2016).

Arredondo (2016) menciona que, para semillas de tomate y chile ancho, la
aplicacion de Cu en forma nano o microparticula (MPs) modifica la germinacion
y el crecimiento de plantulas, resultando cambios en vigor, longitud de radicula y
longitud de plimula obteniéndose los valores mas altos en tratamientos
expuestos a NPs de Cu, en especial la aplicacion de 5 ppm, la cual obtuvo
regularmente las mejores medias en comparacion con el control y la aplicacion

de sulfato de cobre.

En un estudio que se hizo para examinar los efectos de las particulas de
oxido de zinc a nanoescala en el crecimiento y desarrollo del cacahuate, se
encontré que a una concentracion de 1000 ppm promovio tanto la germinacién
de las semillas como el vigor de las plantulas y, a su vez, mostré6 un
establecimiento temprano en el suelo, manifestado por floracion temprana y

mayor contenido de clorofila foliar (Prasad et al., 2013).

Li et al. (2016) indican que las NPs de 6xido de hierro (NPs Fe203) han
surgido como un método innovador y prometedor de su aplicacion en los sistemas
agricolas. Sin embargo, la posible toxicidad de las NPs de Fe203 y su absorciéon
y translocacion requieren mas estudios antes de la aplicacion en el campo a gran
escala. Estos investigadores estudiaron la absorcion y distribucion de NPs Fe203
en maiz (Zea mays L.) y se determinaron sus impactos en la germinacion de

semillas, en dicho estudio se encontré que a 20 mg/l de NPs Fe203 promovieron



significativamente el alargamiento de la raiz en un 11.5%, y aumentaron el indice

de germinacion y el indice de vigor en un 27.2% y 39.6%, respectivamente.

4.5 Nanoparticulas de 6xido de zinc y su aplicacion en la agricultura

El ZnO se produce naturalmente como zincita mineral y se usa
principalmente como un polvo blanco. El ZnO es un 6xido anfétero casi insoluble
en agua y alcohol, pero es soluble en la mayoria de los &acidos, incluido el &cido
clorhidrico. El zinc es un micronutriente esencial para el crecimiento y la mejora
de las plantas y los seres humanos. Desempefia una posicién importante en
diversas técnicas metabdlicas. Es esencial para activar enzimas como la

superoxido dismutasa (Narendhran et al., 2016).

Actualmente las NPsZnO se usan ampliamente para aplicaciones
médicas. Las cuales tienen accion desodorizante y antibacteriana, y por esa
razon se agregan a diversos materiales, incluidos el tejido de algodon, el caucho
y el envasado de alimentos (Zak et al., 2011).

Sidra et al. (2014) mencionan que las NPsZnO tienen notables
propiedades o6pticas, fisicas y antimicrobianas y, por lo tanto, tienen un gran
potencial para mejorar la agricultura. En cuanto al método de formacion, las
NPsZnO se pueden sintetizar mediante varios métodos quimicos, como el
método de precipitacién, el transporte de vapor y mediante el proceso
hidrotérmico.

Por otra parte, Méndez — Arguello et al. (2016) indican que las NPs
metélicas de 6xido de zinc, cobre y fierro, ya sean puras o mezcladas con plata,
estan siendo estudiadas globalmente por su potencial agricola como promotores
de crecimiento, nanofertilizantes y antimicrobiales. En este sentido, Raliya et al.
(2015) mencionan que la concentracién de 250 mg/kg de nanoparticulas de TiOz2

y ZnO promovieron la altura de la planta, longitud de la raiz y biomasa de tomate.

Tapan et al. (2015) informan que las NPsZnO podrian mejorar y mantener
el crecimiento de la planta de maiz, parametros como la altura de la planta, la

longitud de la raiz, el volumen de la raiz y el peso de la materia seca mejoraron



gracias a la aplicacion de NPsZnO. Estos hallazgos indican que las raices de las
plantas pueden tener el mecanismo Unico de asimilacion de nano-Zn y su
crecimiento y desarrollo. También se estudiaron diferentes actividades
enzimaticas y los resultados experimentales revelaron que las NPsZnO (<100

nm) también rigen la actividad enzimatica en la planta de maiz.

En unas pruebas donde sometieron a estrés plantas de mezquite
terciopelo, mostraron que las NPsZnO aumentaron la actividad de catalasa (CAT)
en raices, tallos y hojas, mientras que la actividad de ascorbato peroxidasa

(APOX) aumentaba solo en tallos y hojas (Hernandez et al., 2011).

Desde otra perspectiva, Lin y Xing (2008) encontraron que las
nanoparticulas de ZnO se adhieren en gran medida a la superficie de la raiz. En
donde se observaron nanoparticulas individuales de ZnO presentes en el
apoplasto y en el protoplasto de la endodermis y en la estela de la raiz y que las

mismas pueden inhibir el crecimiento de rye grass (Lolium perenne).

Rodriguez-Fernandez (2016) sefiala que diversas particulas metélicas
como el Zn, Cu y Fe, pueden actuar como promotores del crecimiento de las
plantas de pimiento. Debido a eso los nanofertilizantes son uno de los productos
potenciales para ser una innovacion importante para la agricultura; la gran area
de superficie de las NPs y pequefio tamafio de los nanomateriales permiten la
interacciébn mejorada y la absorcion eficiente de los nutrientes por hojas y raices

para la fertilizacién de cultivos.

Pandey et al. (2010) investigaron el efecto de las NPs de ZnO sobre la
germinacion de la semilla y el crecimiento de la raiz de C. arietinum. También,
revisaron el efecto de estas NPs de ZnO sobre la reactividad de las fitohormonas,
especialmente el acido indol acético (AlA), involucrado en las acciones
fitoestimulantes. Las NPs de ZnO ricas en zinc aumentaron el nivel de AlA en las
raices (brotes), lo que a su vez indica el aumento en la tasa de crecimiento de
las plantas, ya que el zinc es un nutriente esencial. También Mahajan et al. 2011,

en su estudio demuestran el efecto de las particulas de nano-ZnO en el



crecimiento y desarrollo, donde la mejor respuesta se obtuvo a 20 ppm para el

cultivo de frijol, y 1 ppm para garbanzo.

Mendez-Arguello et al. (2015) observaron que las plantas de chile
expuestas a la aplicacion foliar de 50 mg/L de NPsZnO dopadas con plata al 1.25
y 2.5%, presentaron valores superiores en altura (16.8%), area foliar (23.5%) y
producciéon de biomasa total (37.3 %). Observd también un incremento en la
longitud radicular del 19.6% en comparacion con las plantas de chile no tratadas
con NPszZnO. Estos resultados de promociéon de crecimiento pueden ser
atribuidos al efecto del Zn como precursor en la biosintesis de auxinas

involucradas en la elongacion y division celular.

Finalmente, Mamta et al. (2011) explican que el destino ambiental y la
movilidad de las NPsZnO dependen en gran medida de los cambios de tamafio,
forma y quimica superficial de las particulas. De igual forma Janmohammadi et
al. (2016) mencionan que depende significativamente de la concentracion y el

tiempo de aplicacion.

De los estudios mencionados anteriormente, se intuye que las NPs tienen
definitivamente un uso potencial en la agricultura, sin embargo, hay que realizar
mas investigacion para determinar la respuesta a su aplicacién en diferentes
cultivos y en diferentes etapas de desarrollo, incluyendo el comportamiento del

proceso germinativo posterior a la aplicacion a semillas durante la imbibicién.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Ubicacion del sitio experimental

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Fisiologia del Centro de
Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas de la Universidad Autdnoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), ubicada a 6 km al sur de Saltillo, Coahuila,
México. Se utilizaron semillas de tomate (Lycopersicum esculentum), para
determinar el efecto de la aplicacion de NPs en la germinacion y vigor de
germinacion. Se establecié un bioensayo, que consté en dos tipos de NPs
(Comerciales y Esféricas de sintesis) con 6 tratamientos y 6 repeticiones de 25

semillas cada uno.

5.2 Preparacion e imbibicién de los tratamientos

Se utilizaron seis concentraciones (0.0, 0.5, 1, 5, 10 y 50 ppm) y dos tipos
de NPszZnO (comercial y esféricas de sintesis). La siembra se realiz6 de la
siguiente manera, en primera instancia se contaron las semillas (25 por
repeticion) y se sembraron en cajas Petri, que contenian una capa de papel filtro,
las cuales se marcaron del 1 al 12, donde del 1 al 6 correspondieron a las NPs
de tipo comercial y del 7 al 12 a las de tipo esféricas. Una vez distribuidas las
semillas, se dejaron imbibir por 24 horas con soluciones que contenian las
NPsZNO, en una cadmara de crecimiento marca Thermo Scientific, a una

temperatura de 25°C y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad.

5.3 Siembra de semillas

Al siguiente dia, se procedi6 a sembrar las semillas en papel Anchor.
Inicialmente se desinfecto el area de siembra con alcohol, al igual que los
materiales a utilizar; el papel se humedecio con agua destilada contenida en una
charola de plastico. En la tercera parte superior del papel se distribuyeron las
semillas con el embrion hacia abajo, posteriormente se procedié a enrollar el
papel Anchor en forma de “taco”, luego se marcé cada taco con lapiz tinta y se
pusieron en bolsas de plastico. Las bolsas se acomodaron en una charola tipo

canasta de plastico. Posteriormente, las canastas se llevaron a la camara de
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crecimiento marca Thermo Scientific, a una temperatura de 25 °C. Los cuidados
subsecuentes fueron revisar la humedad de los tacos y aplicar agua, cuidando

de no mover las semillas.

Cuadro 1. Tratamientos con NPs ZnO de tipo comercial y esférica de sintesis,

aplicadas en semillas de tomate en condiciones de laboratorio.

Concentraciones Concentracion
NPs ZnO (ppm*)

Tipo comercial 0
0.5
1

10
50

Tipo esférica de sintesis 0
0.5

10
50

*ppm = partes por millén; NPs = nanoparticulas.

5.4Variables evaluadas en las semillas germinadas
Vigor de germinacion: es el primer conteo de plantulas normales, se realizé

5 dias después de la siembra y se expreso en porciento, esta evaluacion es un
indicador del vigor que posee la semilla para germinar en menor tiempo y
establecerse en condiciones de campo. Se entiende por plantulas normales
aguellas que presentan el potencial para continuar desarrollandose en plantas
completas, esto es, con todas sus estructuras, cuando crecen bajo condiciones
favorables de humedad, temperatura y luz. El porciento de vigor se determind de

acuerdo a la siguiente formula:
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. Numero de semillas normales
% Vigor = x 100

Total de semillas sembradas

Porcentaje de germinacién: correspondié al segundo conteo al catorceavo
dia; al final del bioensayo se realizO un conteo de plantulas normales,
considerando aquellas que constan de todas las estructuras bien desarrolladas y

se expreso en porciento.

Numero de plantulas normales

% Germinacion = x 100

Total de semillas sembradas

Plantulas anormales: Son aquellas que no muestran potencial de

desarrollo y que presentan deformaciones en el tallo o radicula.

Semillas sin germinar: Se consideran semillas sin germinar aquellas

aparentemente viables que no lograron el desarrollo de sus estructuras.

Longitud media de vastago (LV) y longitud media de radicula (LR). Se
midieron todas las plantulas normales, esto es, que no presentaron rasgo alguno

de anormalidad y se expreso en cm.

Peso seco de plantula (PS). Se tomaron las plantulas normales de tres
repeticiones por cada tratamiento y se colocaron en bolsas de papel de estraza,
previamente identificadas, estas se introdujeron en una estufa de secado marca
Riossa modelo H-48, a una temperatura de 72 °C por un periodo de 24 horas.

Posteriormente se pesaron y se expresé en mg plantula.

Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza para determinar
diferencias estadisticas entre tratamientos (NPs y MPSs), y entre concentraciones,
posteriormente se realizé una comparacion de medias con la Prueba de Tukey
(P<0.05), para establecer el orden de eficiencia de tratamientos (0, 5y 10 ppm)
utilizando el Paquete Estadistico SAS 9.1 (2004).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Acorde a los resultados obtenidos en el analisis de varianza (Cuadro 2) del
bioensayo de semillas de Lycopersicum esculentum expuestas a dos tipos de
NPs a diferentes concentraciones, se encontro, diferencias altamente
significativas (P<0.01) en la fuente de variacion tipo de nanoparticula para las
variables porciento de vigor de germinacion, porciento de semillas sin germinar y
longitud de radicula; mientras que para la variable porciento de germinacion se
encontraron diferencias significativas (P<0.05). Lo anterior indica que la forma de
las NPs afecta la respuesta de estas variables, generando diferencias en el vigor

de las semillas.

Por otra parte, para la fuente de variacion concentracion de NPs (0, 0.5, 1,
5, 10, 50 ppm) se encontraron diferencias (P<0.01) para las variables porciento
de vigor de germinacion, porciento de plantulas anormales, longitud de plimula

y longitud de radicula, mostrando diferencias en respuesta al tipo de NPs.

En cuanto a la interaccion tipo de NPs x concentracion, se detectaron
diferencias (P<0.01) para las variables longitud de vastago y longitud de radicula.
Cabe sefalar que lo anterior muestra claramente que el tipo de NPs y la
concentracion, afectd la respuesta fisioldégica de algunas de las variables en

estudio.

Lo anterior indica que la aplicacion de NPs metdlicas influye en el
comportamiento de algunas de las variables analizadas en este bioensayo, las
cuales tienen una relacién con los procesos de imbibicién, metabolismo, asi como

crecimiento del vastago.

Sedghi et al. (2013) trabajando con soya bajo estrés de sequia, también
encontraron efecto de diferentes concentraciones de nano-ZnO, sobre la tasa de
germinacion, el porcentaje de germinacion y la longitud de la raiz fue

estadisticamente significativos.
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Cuadro 2. Cuadrados medios del analisis de varianza para las variables evaluadas en bioensayo de germinacion de

semillas de Lycopersicum esculentum tratadas con nanoparticulas de ZnO tipo comercial y esféricas.

VIGOR  GERMINACION PA SSG PS LP LR
FV GL (%) (%) (%) (%) (mg/plantula) GL (cm) (cm)
Particula 1 1568.00** 338.00* 26.88ns  162.00** 0.016 ns 1 7.99 ns 46.82"
Concentracion 5 766.40** 98.53 ns 84.13** 2.35ns 1.150 ns 5 10.82™ 35.50"
Particula * Conc 5 73.60 ns 67.60 ns 26.88 ns 12.66 ns 2.309 ns 5 35.57" 37.137
Error 60 119.73 51.95 22.80 21.11 1.722 1601 2.50 5.81
CV. % 13.85 7.99 98.79 90.88 13.098 23.48 31.30

* ** = Niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente; NS= no significativo; FV= fuente de variacién; CV= coeficiente de
variacion; GL= grados de libertad; Vigor = plantulas normales al primer conteo, vigor de germinacién; Germinacion = 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.
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La comparacion de medias por tipo de NPs (Cuadro 3) para las variables
porciento de vigor de germinacion y porciento de germinacion, muestra que las
NPs de tipo comercial superaron a las NPs esféricas de sintesis en 13.51 % vy
4.54 %, respectivamente (Figura 1 del Anexo). Con relacion a lo anterior, Manfrini
(2004) indica que el vigor de la semilla no es solo una propiedad medible, sino
gue es un concepto que describe diversas caracteristicas que determinan su nivel
de actividad y el comportamiento en un amplio rango de ambientes. Por otra
parte, Moreno (1984) menciona que el vigor de las semillas es la suma total de
aguellas propiedades de la semilla que determinan su nivel de actividad y

comportamiento durante su germinacion y emergencia de la plantula.

La variable longitud de radicula (Cuadro 3) también mostr6 mayor
crecimiento con la aplicacion de NPszZnO de tipo comercial (7.87 cm) (Figura 2
del Anexo), superando estadisticamente a las NPsZnO de sintesis que
obtuvieron 7.53 cm. Estos resultados coinciden con Siddiqui et al. (2015) quienes
sefalan que las NPsZnO aumentan el crecimiento y desarrollo de las plantas. Sin
embargo, el efecto de las NPs en la germinacién depende de las concentraciones
de NPs y varia entre especies de plantas. Asimismo, Raskar and Laware (2014)
trabajaron en otro cultivo e indican que la germinacién de las semillas de cebolla
y el crecimiento de plantulas aumenta con la aplicacion de concentraciones bajas
de NPs de ZnO, lo que indica que no se inhibe la division celular y el crecimiento
temprano de plantulas. También Martinez (2015), encontré que la aplicacién de
NPs de 6xido de zinc a concentraciones bajas influyen en el crecimiento y
desarrollo de la planta de maiz en cuanto a peso y longitud de raiz.

Otros estudios coinciden con los resultados obtenidos en este trabajo, por
ejemplo, Das et al. (2015) indican que en semillas de tomate tratadas con NPs
de ZnO en concentraciones de 0, 2, 4, 8, 10 y 14 ppm, se encontré que, en
comparacion con el control, la aplicacion de estas NPs mejor6 de forma
significativa la germinacion de semillas y el crecimiento de plantulas. De la misma
forma Ponce (2016), en su estudio encontré efectos similares en semillas de L.

esculentum tratadas con NPs de ZnO, en el cual a una concentracion de 5 mg L-
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L tuvo el potencial para ser utilizadas como promotoras de crecimiento, puesto
gue mejoran caracteristicas de las plantulas como elongacion de plumula y
radicula, ademas de promover la germinacion. También Mankad et al. (2017)
reportan que semillas de arroz tratadas con diferentes concentraciones de
particulas nano y a granel (0, 100, 200 y 400 ppm), mostraron mejor
comportamiento de parametros morfo-fisiolégicos, tales como longitud de brotes

y raices, peso fresco y seco, con los tratamientos de NPs a menor concentracion.

En los trabajos citados anteriormente, las NPsZnO pudieran estar
actuando como nanofertilizante, al estar relacionado con la actividad que tiene en
la sintesis de triptéfano, el cual es precursor en la produccion de auxinas
fitoreguladoras del crecimiento, promoviendo elongacion y division celular. A
partir de la presente investigacion, se puede decir que la nanoparticula tiene un
inmenso potencial para su utilizacion como nanofertilizante, si se aplica a un nivel
Optimo de concentracion.

Es importante explicar que las variables que resultaron
estadisticamente significativas en este estudio, estan intimamente
relacionadas con el vigor de la semilla; este atributo es definido también
como "la propiedad que determina el potencial para una emergencia rapida
y uniforme y un desenvolvimiento normal de las plantulas bajo un amplio
rango de condiciones de campo"”. En algunos lotes de semillas, la pérdida de
vigor esta relacionada con una reduccién en la habilidad de la semilla para llevar

a cabo sus funciones fisiolégicas.

El vigor de las semillas ha sido por mucho tiempo tema de interés entre
los productores y usuarios de las semillas agricolas, ya que, si bien la calidad de
las semillas esta determinada principalmente por la germinacion y el
establecimiento de las plantulas en el campo, estas dependen en gran medida
del vigor de la semilla. De ahi el interés de evaluar y conocer este parametro
como respuesta a la aplicacion de NPsZnO a semillas durante la imbibicion, ya

gue es un indicador de la velocidad con que estas germinan.
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Cuadro 3. Comparacion de medias por tipo de NPsZnO para variables evaluadas en el laboratorio en bioensayo de
germinacion de semillas de tomate Lycopersicum esculentum.

TIPO DE VIGOR GERMINACION PA SSG PS LV LR
PARTICULA (%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
Comercial 84 a 92a 4a 4 b 9.99a 6.80 a 7.87 a

Esféricas 74 b 88 b 5a 7 a 10.04 a 6.67 a 753 b

Media 79 90 5 5 10.01 6.74 7.70
Tukey 5.15 3.39 2.25 2.16 0.90 0.15 0.23

Valores con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, a = 0.05); Vigor= plantulas normales al primer conteo;

Germinacion = plantulas normales al segundo conteo; PA= plantulas anormales; SSG= semillas sin germinar; PS = peso seco de plantula; LV=longitud
de vastago; LR= longitud de radicula.
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Al comparar las medias por concentracion de NPs (Cuadro 4), para las
variables estudiadas, se encontr6 que la aplicacion de NPsZnO modifico la
expresion de las variables porciento de vigor de germinacion (figura 3 del Anexo),
porciento de plantulas anormales, longitud de radicula y longitud de vastago,
existiendo diferencias estadisticas (Tukey, a =0.05). Se observo que tratar la
semilla con NPsZnO a 0.5 ppm tiene un efecto positivo en el crecimiento del
vastago (6.88 cm) (figura 4 del Anexo), en comparacion al testigo que obtuvo 6.40
cm, indicando mayor elongacién celular, sin presentar diferencias en peso seco
de plantula (cuadro 4). Desde el punto de vista bioquimico, el vigor involucra la
capacidad que tiene un organismo para la biosintesis de energia y compuestos
metabdlicos, como proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos y lipidos. Todo ello
asociado a la actividad celular, la integridad de las membranas celulares y el
transporte o utilizacion de sustancias de reserva. El crecimiento del vastago es

una variable asociada al vigor y uniformidad de germinacion.

De acuerdo a los resultados en este estudio, para obtener un mayor vigor
de plantula se recomienda aplicar 0.5 ppm de las NPsZnO de origen comercial,
reflejando también en un mayor crecimiento de radicula, esto con respecto al
resto de los tratamientos, factor importante en el establecimiento de las plantas
en condiciones de campo. Sin embargo, la aplicacion de 10 ppm también
promueve la elongacion de vastago (6.98 cm) al compararlo con el testigo (6.40
cm), pero se reduce el porcentaje de germinacién, con respecto al testigo, de 88
a 80 %. La manifestacién del vigor de germinacion se muestra con rapidez,
uniformidad e intensidad, al igual que la tolerancia de las plantulas a las

condiciones ambientales desfavorables.
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Cuadro 4. Comparacion de medias por concentracion de NPsZnO, para variables evaluadas en bioensayo de

germinacion de semillas de tomate Lycopersicum esculentum.

CONCENTRACION VIGOR GERMINACION PA SSG PS LV LR
(ppm) (%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
0 88a 94 a 1b 5 10.22 a 6.40 b 8.05a
0.5 87a 90 a 5ab 5 10.66 a 6.88 a 8.05a
1 78 ab 91a 5ab 4 9.72a 6.82 a 7.81ab
66 b 86 a 9a 5 9.71a 6.65 ab 713 c
10 80a 88 a 7 ab 5 10.27 a 6.98 a 7.41 bc
50 77 ab 91a 4 ab 5 9.51a 6.73 ab 7.72 ab
MEDIA 79 90 5 5 10.01 6.74 7.7
TUKEY 13.15 8.66 5.73 5.52 2.34 0.38 0.59

Valores con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, a = 0.05); 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; LV= longitud de vastago; LR= longitud de radicula.
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Por otra parte, al revisar las Figuras en el anexo de la interaccion entre
factores (Tipo de NPsZnO y concentracion), se observé que mayor longitud de
vastago se obtiene al imbibir las semillas en suspension con NPszZnO
comerciales a 10 ppm (Figura 5 del Anexo). Por otra parte, para la variable
longitud de la radicula la interaccion de los 2 factores en estudio, promueve en
mayor medida al imbibir con NPsZnO comerciales a 1.0 ppm. Ambas variables,

relacionadas al vigor de la plantula durante la germinacién (Figura 6 del Anexo).

El vigor de un lote de semillas es el resultado de la interaccion de toda una
serie de caracteristicas de las semillas como son: constitucion genética,
condiciones ambientales y nutricionales a que ha estado sometida la planta
madre durante el periodo de formacion, grado de madurez, tamafio, peso y
densidad, integridad mecéanica, grado de deterioro, envejecimiento Yy

contaminacion por organismos patdgenos.

Evaluar el vigor de las semillas es de gran valor para predecir el
comportamiento de un lote de semillas cuando las condiciones del medio
ambiente no son del todo favorables para la germinacion y emergencia de las
plantulas. Igualmente es de valor para comparar el potencial biolégico de lotes
de semillas con porcentajes de germinacion similares y también para tomar
decisiones sobre el tiempo de almacenamiento al que pueden ser sometidas las
semillas, ya que se ha visto que el vigor y la longevidad estdn altamente

correlacionados (Moreno, 1984).

No cabe duda que la tecnologia avanza dia con dia, buscando alternativas
para mejorar la rentabilidad sobre la produccion de alimentos, un sector vital para
la humanidad; ya que las NPs surgen por la necesidad de evitar contaminacion y
degradacion de los recursos naturales, tal es el caso para su uso como
biofertilizante, biopesticida y biorremediacién de areas naturales. Se dice que
esta tecnologia es el futuro de la agricultura. Para el caso de biofertilizante, hay
estudios que sugieren su aplicacion, ya que se promueve vigor y la germinacién

de semillas, durante la fase de imbibicion, manifestandose en plantulas
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vigorosas, normales en un corto lapso de tiempo. Por otro lado, no se sabe con

exactitud de causas secundarias sobre el consumidor del producto.

Salinas et al. (2001) indica que el primer componente de la calidad que
muestra sefales de deterioro es el vigor de las semillas, seguido por una
reduccion en la germinacion o de la produccion de plantulas normales, y
finalmente la muerte de las semillas. El vigor de las semillas se basa en el
comportamiento fisico o fisiolégico de un lote de semillas, incluyéndose: 1)
cambios en los procesos bioquimicos; 2) la tasa y uniformidad de germinacion y
crecimiento de las plantulas y 3) la germinacién o capacidad de emergencia de

las semillas al ser expuestas a condiciones de estrés.

Dado que un lote de semillas de alto vigor producira mas plantulas
normales y con tasas elevadas de crecimiento, los ensayos que se utilizan para
evaluar el vigor de las semillas consideran el nUmero y las caracteristicas de las
plantulas obtenidas, como son su apariencia, malformaciones y velocidad de

crecimiento.

En esta investigacion, se utilizé semilla de alta calidad fisiol6gica, ya que
el testigo obtuvo 94 % de germinacién y 88 % de vigor, pero, aun asi, se observo
gue las NPsZnO de origen comercial aplicadas a la semilla durante la imbibicion
(0.5 ppm), tuvieron la capacidad de incrementar la longitud de vastago, sin

modificar otros parametros.
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VIl.  CONCLUSIONES

En este trabajo se observaron los efectos de dos tipos NPsZnO (comercial
y esféricas) a diferentes concentraciones en pruebas de germinacion de semillas
y crecimiento de plantulas de Lycopersicum esculentum.

La aplicacion de NPsZnO de origen comercial en concentracion de 0.5
ppm, durante el periodo de imbibicién en semillas de tomate, tiene un efecto
positivo en el vigor de la plantula, tanto en el desarrollo del vastago como de la
radicula. Por lo tanto, tienen potencial para ser utilizadas como promotoras de
crecimiento. Asi mismo a una concentracion de 10 ppm promueve la elongacién
del vastago, con respecto al testigo.

Las NPsZnO pueden ser empleados en programas de agricultura
sustentable, siempre y cuando se empleen en bajas concentraciones, ya que
muchos estudios asi lo mencionan, porque se dice que en altas cantidades
pueden ser causa de severa toxicidad a las plantas, ademas estas NPs
demuestran ser amigables con los agroecosistemas.

El zinc es un micronutriente esencial para el desarrollo de las plantas y su
deficiencia reduce tanto el rendimiento como el valor nutricional de los cultivos.
El empleo de ZnO en forma de nanoparticulas pretende contribuir a dar solucién
a la alta demanda de alimentos que se esta produciendo debido al alto

crecimiento de la poblacion mundial.

VIll. RECOMENDACION

Se recomienda dar seguimiento a la aplicacion de NPs metalicas en
semillas de diferentes cultivos, para analizar la respuesta y asi determinar las
concentraciones Optimas requeridas para incrementar el desarrollo de plantulas

y el establecimiento de las mismas.
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X. ANEXOS
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Figura 1. Respuesta del vigor y la germinacion a la aplicacion de dos tipos de

NPsZnO (comerciales y esféricas de sintesis).
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aplicacion de dos tipos de NPsZnO (comerciales y esféricas de sintesis).
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Figura 3. Porciento de vigor de germinacion por concentracion en semillas de
tomate, Lycopersicum esculentum tratadas con NPszZnO.
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Figura 4. Longitud media de vastago y de radicula por concentracion de
nanoparticulas
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Figura 5. Longitud media de vastago de plantulas de tomate obtenidas de
semillas tratadas con NPsZn, de tipo comercial y esféricas.
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Figura 6. Longitud media de radicula de plantulas de tomate obtenidas de
semillas tratadas con NPsZn, de tipo comercial y esféricas.
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