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RESUMEN

Comportamiento fisiolégico de la germinacion de semilla de melén (Cucumis
melo) con la aplicacion de nanoparticulas de Oxido de Zinc

de sintesis y comerciales

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Fisiologia y
Bioquimica del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas
(CCDTS) del Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), Buenavista, Saltillo, Coahuila. Con el objetivo
de evaluar la efectividad de nanoparticulas de éxido de zinc (NPsZnO) de dos
procedencias (ingenieria de forma esférica (de sintesis) y comerciales), como
una opcion para mejorar la capacidad germinativa y el crecimiento en plantulas
de mel6n (Cucumis melo) Var. Top Mark. Se establecié un bioensayo con los
dos tipos NPsZnO en seis concentraciones (0.0, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, y 50.0 ppm).
Por cada tratamiento se establecieron 6 repeticiones de 25 semillas cada una.
Las semillas de mel6n fueron imbibidas en cajas Petri con NPsZnO de acuerdo
a cada tratamiento por 24 horas. Posterior al tratamiento, las semillas se
sembraron entre dos capas de papel Anchor humedecidas con agua destilada,
enrollandolos en forma de taco y puestos dentro de una bolsa de plastico, para
ser introducidos a una camara biocliméatica a una temperatura de 25°C y un

fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad por 8 dias.

El experimento se establecié utilizando un disefio completamente al azar
con arreglo factorial (2 x 6). Los datos de las variables evaluadas fueron
sometidos a un analisis de varianza para determinar diferencias estadisticas
entre tipos de NPszZnO (comerciales y esféricas de sintesis), y entre
concentraciones. Posteriormente se realizO una comparacion de medias por
medio de la Prueba de Tukey, para establecer el orden de eficiencia de
tratamientos (0.0, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, y 50.0 ppm) y tipos de NPsZnO
(comerciales y de sintesis). Se evaluaron las siguientes variables: plantulas

normales al primer conteo, que corresponde al vigor de germinacion,



germinacion, plantulas anormales, semillas sin germinar, longitud media de

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

Se observd que al comparar las NPsZnO de forma esférica contra las
comerciales, las de sintesis presentaron mayor porcentaje de germinacion,

menor porcentaje de plantulas anormales, y mayor longitud de vastago.

Por otra parte, los resultados obtenidos también indicaron que la
aplicacion de NPsZnO a 10 ppm durante la imbibicion, en semilla de meldn
(Cucumis melo) de la variedad Top-Mark, mejoré el porcentaje de vigor de
germinacion, el porcentaje de germinacion, e incremento la longitud de vastago,

con respecto al testigo.

Palabra clave: Nanoparticulas, Vigor, Oxido de Zinc, Plantula, Vastago,
Radicula.



.  INTRODUCCION

El uso de grandes cantidades de fertilizantes en la agricultura intensiva
tradicional provoca contaminaciones del suelo, agua y planta, dafiando asi a los
ecosistemas, seres humanos, y animales. Es por eso que la
agronanotecnologia como conocimiento emergente procura encontrar métodos
ecoamigables para mejorar la eficiencia y la sustentabilidad de las practicas
agricolas modernas (Méndez et al., 2016).

La nanotecnologia (NT) constituye la revolucion tecnolégica mas
importante de nuestros tiempos. Las caracteristicas técnicas que la distinguen
son la produccién de nuevos materiales y el otorgamiento de nuevas funciones
a los materiales conocidos. Esto es posible porgque la nanotecnologia manipula
la materia a escala atomica, molecular y macromolecular, lo cual permite que
manifieste nuevas propiedades, diferentes a las conocidas en la naturaleza

(Foladori y Invernizzi, 2008).

Actualmente la agricultura mundial experimenta una transicion hacia un
nuevo paradigma tecnolégico, muy distinto a la revolucion verde. Este nuevo
paradigma se sustenta en las actuales revoluciones “bio”, “info” y “nano” y en
las nuevas demandas de la sociedad y de los mercados. De tal modo que la
agricultura del siglo XXI empieza a vivir una nueva revolucion, mas amplia y
mas profunda que las anteriores: una revolucion organizacional, de gestiones
del conocimiento y de las convergencias entre las distintas tecnologias. Esta
nueva revolucion estd ampliando notablemente el potencial de creacion de

riqueza del sector agricola (Barrera, 2011).

Las aplicaciones de la NT a través de las nanoparticulas (NPs) son muy
variadas ya que van desde el &mbito médico hasta el medio ambiente (Cheang,
2005).



La NT proporcionaria alternativas ecoldgicas y eficientes para la
agricultura sin dafar la naturaleza. Incluyendo manejos de plagas de insectos a
través de formulaciones de insecticidas y plaguicidas basados en
nanomateriales, mejorando la productividad agricola utilizando nanoparticulas
conjugadas con biopsias (encapsulacion) para la liberacidn lenta de nutrientes y
agua, en la transferencia de genes o ADN mediada por NPs en plantas para el
desarrollo de variedades resistentes a plagas, y en la preparacion de diferentes
tipos de biosensores, que serian utiles en los dispositivos de teledeteccion

necesarios para la agricultura de precision (Rai and Ingle, 2012).

Actualmente, la aplicacion de la NT a la agricultura es una realidad, ya
gue se esta utilizando para mejorar los sistemas alimentarios agricolas en
diferentes enfoques, incluido el aumento de la produccidon agricola, los nuevos

productos alimenticios y la conservacion de los alimentos (Cortes, 2017).



II. HIPOTESIS

La aplicacion de nanoparticulas de Oxido de Zinc (NPsZnO) de
ingenieria (de sintesis) de forma esférica y de origen comercial a semillas de
meldn, incrementard el vigor de germinacion, el porcentaje de geminacion y el

crecimiento de las plantulas.

. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la efectividad de las NPsZnO de dos procedencias (ingenieria de
forma esférica (sintetizadas) y comerciales), como una opcion para mejorar la

capacidad germinativa y el crecimiento en plantulas de melén (Cucumis melo).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aplicar dos tipos de NPszZnO (esféricas de sintesis y comerciales) en

semilla de Cucumis melo, para conocer los efectos en la germinacion.

e Analizar el efecto promotor o inhibidor de las NPsZnO (esféricas de
sintesis y comerciales) aplicadas en diferentes dosis, en plantula de

Cucumis melo.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Semilla

Las semillas proceden de los primordios o rudimentos seminales de la
flor, una vez fecundados y maduros. Su funcién es dar lugar a un nuevo
individuo, perpetuando y multiplicando la especie a la que pertenece. La semilla
consta esencialmente de un embrién (formado por un eje embrionario y uno o
dos cotiledones), una provision de reservas nutritivas, que pueden almacenarse
en un tejido especializado (albumen o endospermo) o en el propio embrion, y

una cubierta seminal que recubre y protege a ambos (Garcia, 2003).

4.2 Germinacion de la semilla

Se llama germinacion al conjunto de procesos que se producen en la
semilla desde que el embridon comienza a crecer hasta que se ha formado una
pequefia planta que puede vivir por si misma, independiente del alimento

almacenado en la semilla (De La Cuadra, 1992).

Para que tenga lugar la germinacién tiene que reunirse una serie de
condiciones, tanto en la semilla como en el ambiente que la rodea. Condiciones
externas de la semilla (disponibilidad de agua, temperatura adecuada,
presencia o ausencia de luz). Condiciones internas de la semilla (la semilla
debe estar viva y bien constituida, debe estar madura, y debe ser permeable al
agua y al oxigeno) (Rios et al., 2000).



4.3 Vigor de la semilla

El vigor de la semilla es definido 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 (Mendoza,
2016).

Por otra parte, Manfrini (2004) define el vigor como un concepto que
describe diversas caracteristicas que determinan el nivel de actividad y
capacidad de la semilla o de un lote de semillas, durante la germinacién y
emergencia de la plantula en un amplio rango de ambientes. Esas
caracteristicas estan asociadas a los siguientes aspectos del comportamiento
de los lotes de semillas:

- Velocidad y uniformidad de germinacién y crecimiento de plantulas.
- Capacidad de emergencia bajo condiciones ambientales desfavorables.
- Comportamiento después del almacenamiento, especialmente la habilidad

de mantener la capacidad de germinacion.

4.4 Nanociencia

La nanociencia (NC) es un area emergente de la ciencia, relacionada con
el conocimiento de los procesos bioldgicos, quimicos y fisicos a nivel molecular,
y se convertird en una de las revoluciones cientificas mas importantes para la
humanidad (Mejias et al., 2009).

Richard Feynman es considerado el padre de la NC, gano premio Nobel
de Fisica en 1959, y propuso en su conferencia (There's Plenty of Room at the
Bottom of California), fabricar productos en base a un reordenamiento de

atomos y moléculas (Mendoza y Rodriguez, 2007).

La NC se integrd en la produccion agropecuaria y en la industria de la

alimentacion. Grandes corporaciones en la alimentacion y el agro-negocio estan



invirtiendo en investigacion y desarrollo, y algunas de ellas ya tienen productos
en el mercado (Foladori y Zayago, 2008).

4.5 Nanotecnologia

La nanotecnologia (NT) (deriva del griego nanno que significa enano), es
la manipulacion de la materia a nivel atbmico y molecular en la franja entre 1y
100 nanometros, de esa manera se estd convirtiendo en la base de una
revolucién industrial de escala mundial y de alcance a muchas ramas de la
actividad econdmica. Aunque las investigaciones en NT se venian realizando
desde hace varias décadas, es a comienzos de este siglo cuando los gobiernos
de muchos paises deciden invertir en la investigacion y desarrollo de estas
tecnologias (Foladori y Invernizzi, 2008).

El término NT fue acufiado en el afio de 1974 por el Prof. Norio Taniguchi
de Tokio Science University, en un articulo publicado con el titulo:
"Nanotecnologia consiste en el procedimiento de separacion, consolidacién y
deformacion de materiales &tomo por atomo o molécula por molécula” (Quintili,
2012).

La NT abarca una serie de diferentes tecnologias basadas en la
manipulacion de la materia a escala atdmica y molecular. La National
Nanotechnology Initiative de los Estados Unidos define: “Nanotecnologia es la
manera en que los descubrimientos en la nanoescala son puestos a trabajar. La
nanotecnologia es mas que juntar nanomateriales, requiere la habilidad de

manipular y controlar esos materiales de forma util” (Invernizzi y Foladori, 2008).

Foladori y Invernizzi (2008) mencionan que al trabajar a escala tan
diminuta la NT hace que los materiales manifiesten nuevas propiedades,
desconocidas en la escala macro. Con ello, muchos productos que utilizan la
NT serdn mas durables, resistentes, livianos, limpios, o multifuncionales, y
podran desplazar a sus viejos competidores provocando una disrupcion en los

mercados y en la sociedad.



Informes de las United Nations Millennium Project, Task Force on
Science, Technology and Innovation, consideran que la NT serd importante
para el mundo en desarrollo, porque implica poco trabajo, tierra y
mantenimiento; es altamente productiva y barata; y requiere modestas

cantidades de materiales y energia (Invernizzi y Foladori, 2008).

Lechuga y Martinez (2006) menciona que la NT es una de las grandes
areas emergentes en ciencia y tecnologia, que promete obtener diversos
avances, a través de la convergencia con la biotecnologia. La NT ofrece a las
ciencias bioldgicas nuevos materiales y herramientas que poseen novedosas
caracteristicas o que mejoran significativamente su funcionamiento; en cambio,
la biologia ofrece a la NT oportunidades sin precedentes para explorar,
aprender y utilizar nanoestructuras funcionales que son inherentes a los seres

Vivos.

4.6 Tipos de nanoparticulas (NPs)

Delgado (2006) clasifica a los nanomateriales en cuatro principales clases:

I. Esféricos son a veces denominados buckyballs, mientras que los
cilindrico-tubulares como nanotubos; sus propiedades fundamentales
son su reducido peso y su mayor dureza, elasticidad y conductibilidad
eléctrica.

Il. Materiales de base metdlica, pueden ser quantum dots (puntos
cuanticos o transistores de un solo electron). Ejemplo NPs de oro, plata o
de metales reactivos como el dioxido de titanio, entre otras.

lll.  Dendrimeros: polimeros nanométricos construidos a modo de arbol en el
que las ramas crecen a partir de otras y asi sucesivamente; las
terminaciones de cada cadena de ramas pueden disefarse para ejecutar
funciones quimicas especificas, una propiedad util para los procesos

cataliticos, ademas dado que tienen cavidades internas, su uso es



meédico para la “entrega de droga” a lugares factible (lo mismo sucede
con el caso de algunas estructuras de carbon y metalicas).

IV. Composites: combinan ciertas NPs con otras o con materiales de mayor
dimensién; el caso de arcillas nanoestructuradas es un ejemplo de uso

extendido para la fabricacion de diversos productos.

En la actualidad se han desarrollado diversos métodos para la sintesis de
materiales a escala manomeétrica con un control sobre la forma y el tamafio de
las NPs para ser empleadas en diversas aplicaciones, sin embargo, la mayoria
de los métodos de sintesis son costoso o agresivos con el medio ambiente por
lo que sean buscado sintesis alternativas (Fernandez et al., 2012).

Las NPs de 6xidos metalicos industriales han interesado recientemente
una atencion considerable debido a su impacto positivo sobre los ecosistemas,
disminuyendo las colonias microbianas en las plantas bioldgicas de tratamiento

de aguas residuales (Kashif y Sung, 2015).

4.7 Nanoparticulas de 6xido de zinc

El Oxido de Zinc (ZnO) es un material atractivo para un gran nimero de
distintas disciplinas. Este material se extiende desde la Optica, optoelectrénica
hasta la industria energética, de sensores y otros. Por eso, es un material de
interés en la NT, porque usar materiales nonoestructurados de ZnO abre mas
posibilidades sobre técnicas hacia areas como nanofotonica, nanoelectronica y

nanobiotecnologia (Yuan et al., 2013).

La NT ofrece un amplio espectro de nuevas posibilidades en tanto a la
elaboracion de nuevos materiales con propiedades antimicrobianas. Dentro de
estos materiales las NPs metélicas han resultado especialmente promisorias,
en especial las nanoparticulas de oxido de zinc (NPsZnO). Estas han sido

aplicadas en revestimientos de latas de comidas, en la agronanotecnologia, en



empaques de productos carnicos, aplicaciones en la industria médica,

farmacéutica y cosmética (Alvarado et al., 2014).

Las NPszZnO se encentran en la vanguardia de la investigacion debido a
sus propiedades Unicas y aplicaciones generalizadas. La ventaja de usar
nanoparticulas de 6xido de zinc es que estas inhiben fuertemente la accion de
microbios patogénicos cuando se usan en concentraciones pequefias, puesto
que las NPsZnO poseen actividades antifungicas y antibacteriales a bajas
concentraciones, no afecta la fertilidad del suelo en comparacién con los

agentes antifungicos tradicionales (Ruparelia et al., 2007).

Se ha sefialado que las NPsZnO mejoran el crecimiento de las plantas y
mejoran la calidad de los frutos al incrementar la concentracion de los azucares
(Liu y Zhang, 2016).

Alvarado et al. (2014) indican que las NPsZnO sintetizadas también
demostraron potencial como agentes antimicrobianos. Tal propiedad se debe a
tres mecanismos de accién principales: (a) generacion de ROS; (b) liberacion

de iones Zn2+ y (c) acumulacion de NPsZnO en la membrana celular.

En el trabajo realizado por Priyankaet et al. (2011), encontraron que las
NPszZnO y TiOz, en tamafios de particula mas pequefios, son mas toxicos que
en NPs mas grandes y las NPsZnO son mas toxicos que las nanoparticulas
TiOo2.

El trabajo realizado por Rivera et al. (2014), demuestra que las NPsZnO
tuvo un buen resultado inhibiendo a la bacteria X. anxonopodis, el cual redujo

Su crecimiento.

4.8 Nanoparticulas en la agricultura

Las NPs en la agricultura estan orientadas a usar menos agroquimicos
sintéticos y a reducir la generacion de residuos contaminantes, buscando

incrementar el crecimiento y rendimiento de las plantas (Servin et al., 2015).



Liu and Lal (2016) sefialan que diversas NPs metélicas mejoran
significativamente el crecimiento de las plantas y tiene el potencial de ser

usadas como nanofertilizantes para incrementar la productividad agricola.

La aplicacion con éxito de diversas nanoplataformas en la medicina en
condiciones in vitro, han generado interés en la agricultura nanotecnoldgica.
Esta tecnologia ofrece la posibilidad real de la liberacion controlada de
agroquimicos en sitios precisos y la entrega selectiva de diversas
macromoléculas necesarias para mejorar la resistencia a enfermedades de las
plantas, de igual manera la fitopatologia podra enfrentar los problemas
agricolas especificos en la interaccion planta-patdgeno y ofrecera nuevas
formas de proteccion a los cultivos (Nair et al., 2011).

Muchas compafias producen formulaciones que contienen NPs en el
espectro de tamafio de 100 a 250 nm que pueden disolverse en agua mas
eficazmente que las existentes aumentando asi su nivel de actividad. Otras
comparfias emplean suspensiones de NPs (nano emulsiones) que pueden tener
base hidrica o de aceite y contienen suspensiones uniformes de NPs con
pesticidas o herbicidas en el espectro de los 200 a 400 nm. Syngenta es una de
las principales corporaciones mundiales que investiga y aplica NT, junto con

otras grandes como Du Pont, Bayer y Monsanto (Miller y Senjen, 2004).

Algunos de los primeros nanoagroquimicos lanzados al mercado son
nanoreformulaciones de reguladores de crecimiento vegetal, fungicidas y
tratamientos integrales de semillas que ya existian. Las compafias
agroquimicas han reducido el tamafio de las particulas de las emulsiones
quimicas existentes, llevandolas a dimensiones nanoscopicas, 0 han
encapsulado los ingredientes activos en nanocapsulas disefiadas para abrirse
bajo ciertas condiciones, como, por ejemplo, en condiciones alcalinas o en el

estomago de un insecto (Miller y Senjen, 2004).
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Actualmente, en Saltillo, Coahuila, el Centro de Investigacién en Quimica
Aplicada (CIQA) estd trabajando en investigacion relacionada con el efecto
antifangico y antibacterial de NPs metélicas, derivadas del carbon contra
microorganismos causantes de graves enfermedades en cultivos agricolas. Asi
como también las NPs hibridas y puras, como promotores de la germinacion y
crecimiento de las plantas, con el potencial para desarrollar nanofertilizantes

con base en micronutrientes como cobre, fierro y zinc (Rodriguez, 2017).

4.9 Aplicacién de nanoparticulas en semillas promoviendo la

germinacion

La aplicacion de NPsZnO en semilla de tomate a concentraciéon de 5y 10
ppm tiene potencial para ser utilizadas como promotoras de crecimiento, puesto
que mejoran las caracteristicas como la elongacion de plumula y de radicula,
ademas de promover la germinacion. Demostrando asi su actividad como

“nonofertilizante” (Ponce, 2016).

Ruiz et al. (2016) trabaj6é con la aplicacién de NPsCu en semillas de
tomate y de chile ancho y demuestra que a concentraciones de 5y 10 ppm

promueve el vigor de germinacion de las semillas.

Nair et al. (2011) trabajoé con puntos cuanticos, altamente fotoestables y
nanoparticulas de silice marcadas con FITC altamente biocompatibles en
semilla de arroz, sefialo que obtuvo una buena germinacion de las semillas en
presencia de nanoparticulas de silice marcadas con FITC, mientras que con

puntos cuanticos se detuvo la germinacion.

Las NPsZnO en semilla de chile habanero (Capsicum chinense)
demuestran que puede mejorar significativamente la velocidad de germinacion,
generando plantulas de mayor vigor y mejorando el desarrollo de longitud de

plimula y radicula (Garcia et al., 2017).
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Shah and Belozerova (2009) sefialan que las NPs de silice, paladio, oro y
cobre probadas con semilla de lechuga influyeron en la germinacion y el

crecimiento de raices de las plantulas.

Cruz (2017) trabajé con Zn + Fe (NPZnFe) a concentraciones de 5y 10
ppm en semilla de Cucurbita pepo, en la cual obtuvo efectos positivos en el
vigor, promoviendo el crecimiento tanto plumula como en radicula, demostrando

asi que estas NPs favorecen el desarrollo de plantula.

En el trabajo realizado con semilla de maiz nativo (Zea mays L.) por
Estrada et al. (2017), menciona que las aplicaciones con NPsZnO mejoraron la
calidad fisiologica de la semilla ademas incrementaron la longitud de plimula y

radicula.

La aplicacién de 8 g L™* nano-SiO2 en semilla de tomate (Lycopersicum
esculentum) mejoré el porcentaje de germinacion, el tiempo medio de
germinacion, el indice de germinacién de la semilla, el indice de vigor de la
semilla, el peso fresco de la plantula y el peso seco (Siddiqui and Al-Whaibi,
2014).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion del experimento

El trabajo experimental se realiz6 en el Laboratorio de Fisiologia y
Bioquimica del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnhologia de Semillas
(CCDTS) del Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), Buenavista, Saltillo Coahuila.

5.2 Preparacion de soluciones con nanoparticulas aplicadas

Se prepararon soluciones con nanoparticulas de oxido de Zinc tipo
comercial 'y sintetizadas (ingenieria-esféricas), en las siguientes
concentraciones: 0.0, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, y 50.0 ppm. Para lo cual se preparé
una solucién madre con una concentracién de 50 ppm y se diluyé para obtener
el resto de los tratamientos. Las NPsZnO fueron aportadas por el Centro de

Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA).

5.3 Material vegetal

Se utiliz6 semilla de mel6on Cucumis melo, de la variedad Top-Mark,

producida, comercializada y/o responsable por Fax de Occidente.

5.4 Establecimiento del bioensayo

Se establecié un bioensayo, en el cual se contaron 1800 semillas de
melén (Cucumis melo) para establecer los respectivos tratamientos con cada
tipo de NPs. Cada tratamiento consto de 6 repeticiones de 25 semillas cada

una.
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5.5 Imbibicién de la semilla

La semilla de melon fue imbibida en cajas Petri con NPsZnO de acuerdo
a cada tratamiento por 24 horas, posteriormente se sembraron las 25 semillas
con la ayuda de pinzas, entre dos hojas de papel Anchor previamente
humedecido, procurando que todas las semillas quedaran alineadas.
Cuidadosamente se doblaron los papeles tomando una forma de “taco”, para
después colocarlos en bolsas de polietileno trasparente, a los “tacos” se les
marcé la fecha de siembra, tratamiento y repeticion. Tras haber terminado de
sembrar todos los tratamientos, se colocaron en la camara bioclimética marca
Thermo Scientific, a 25 °C, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas
oscuridad. A los tacos se les aplicdé un riego, procurando no tener exceso de

agua.

5.6 Primera evaluacién

Al quinto dia después de haber sembrado la semilla de meldn, se realiz6
el primer conteo, el cual consistié en identificar y contar las plantulas normales
de todos los tratamientos, una plantula normal debia presentar las siguientes
caracteristicas, tener dos veces el tamafio de la semilla y poseer sus
estructuras bien desarrolladas. Este primer conteo de plantulas normales es un
indicador del vigor de germinacion, expresando la velocidad con que germinan
las semillas. Lo anterior es sumamente importante, ya que en campo las
semillas que germinan en menor tiempo son menos propensas a recibir dafo

por plagas y enfermedades y otros factores inherentes al suelo.
5.7 Evaluacioén final

En el octavo dia se llevd a cabo la evaluacion final, en la cual se
realizaron las siguientes actividades, primero se contaron las plantulas
normales, anormales y semilla sin germinar. Se midi6 la longitud de vastago y

de radicula, Unicamente en plantulas normales. En tres repeticiones,
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considerando cada una de ellas una unidad experimental (un taco), el total de
las plantulas normales por repeticion, se pusieron dentro de una bolsa de papel
de estraza y estas se colocaron por 24 h en una estufa de secado marca Riosa
H-48, para obtener el peso seco o biomasa por plantula. Las tres repeticiones
restantes, se pesaron y se envolvieron en papel aluminio para ser sometidos a
bajas temperatura y trasladarlas al Centro de Investigacion en Quimica Aplicada

(CIQA), para realizar otros analisis.

5.8 Variables evaluadas en las semillas germinadas

e Primer conteo de plantulas normales (Vigor), esta evaluacion es un
indicador del vigor que posee la semilla para germinar en menor tiempo,
el resultado fue expresado en porcentaje (%).

e Plantulas normales (Germinacién), se entiende por plantulas normales
aquellas que poseen todas sus partes (vastago y radicula) sin ninguna
anormalidad visible y bien desarrolladas, y representa el porcentaje de
semillas germinadas.

e Plantulas anormales (PA), todas aquellas que carecen de vastago o
radicula, o presentan un desarrollo irregular de alguna de sus
estructuras, el resultado fue expresado en porcentaje (%).

e Semillas sin germinar (SSG), todas aquellas semillas duras o muertas
que no tuvieron la capacidad de germinar, el resultado se expresé en
porcentaje (%).

e Longitud media de vastago (LV) y longitud media de radicula (LR),
se midieron todas las plantulas normales por repeticion, esto es que no
presentaran rasgo alguno de anormalidad, la medida fue expresada en

cm.

e Peso seco de plantula (PS), esta variable se obtuvo una vez

determinadas todas las anteriores, después del secado se pesaron en
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una balanza analitica marca Precisa BJ610C, el resultado fue expresado
en mg/plantula.

El experimento se establecié utilizando un disefio completamente al azar
con arreglo factorial (2 x 6), esto es dos tipos de NPs (comeciales y de sintesis
redondas) y 6 concentraciones (0.0, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, y 50.0 ppm). Los datos
de las variables evaluadas en cada una de las repeticiones, se sometieron a un
analisis de varianza para determinar la posible existencia de diferencias
estadisticas entre NPsZnO (Comerciales y de sintesis esféricas)
posteriormente, se prosiguio a realizar una comparacién de medias utilizando la
Prueba de Tukey, para establecer el orden de eficiencia de las concentraciones,

utilizando el paquete estadistico SAS Institute (2004).
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VI. RESULTADO Y DISCUSION

Resultados obtenidos en el analisis de varianza en bioensayos de
germinacion, con semillas de melon (Cucumis melo) de la variedad Top-Mark,
tratadas con NPsZnO esféricas de sintesis y comerciales, en la fuente de
variacion (FV) NPs, indica que, en las variables por ciento de germinacion,
plantas anormales (PA), semilla sin germinar (SSG), y longitud de vastago (LV)
mostraron diferencias altamente significativas (P<0.01), mientras que para
variable longitud de radicula (LR) se obtuvo diferencia significativa (P<0.05). Lo
anterior indica que los tipos de NPsZnO aplicadas en semilla de melén, afectan

la respuesta fisiologia de las variables evaluadas.

En la fuente de variacion concentracién (0.0, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, y 50.0
ppm), se encontraron diferencias (P<0.01) para las variables porciento de vigor
de germinacién, porciento de germinacion, porciento de plantulas anormales,

porciento de semilla sin germinar, longitud de vastago, y longitud de radicula.

Asimismo, la interaccion particula * concentracion mostro diferencias
(P<0.01) para las variables porciento de germinacion, porciento de plantulas
anormales, porciento de semilla sin germinar, y longitud de radicula. Mientras
que para la variable porciento de vigor de germinacién, se encontr6 diferencias
significativas (P<0.05). Por lo tanto, las semillas tratadas con distintos tipos de
NPsZnO a diferentes concentraciones durante la imbibicion, mostraron
variacion en la respuesta fisiologica de variables relacionadas con el
metabolismo germinativo (Cuadro 1). Estas interacciones significativas entre
factores dejan ver que también la forma de las NPszZnO modifica el

comportamiento y expresion de las variables.
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Cuadro 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza para las variables evaluadas en bioensayo de germinacion de
semillas tratadas con NPsZnO tipo comercial y esférico de sintesis.

FV GL VIGOR GERMINACION  PA SSG PS GL LV LR

(%) (%) (%) %)  (mg/plantula) cm)  (cm)

NPs 1 16.96%  761.04* 669628 3068.63*  0.17% 1 5824 061*
Concentracién 5 292.04*  1578.80%  1798.22%* 627.65%*  0.57\S 5 16.20% 24.73*
NPs * Concen. 5 157.44* 421.31% 785.04*  388.62*  1.40NS 5 4.90%  30.52%
Error 53 51.21 94.13 93.59 83.38 1.80 696 3.86  1.84
C.V. % 43.33 24.11 29.39 33.80 13.28 2313  15.49

**= Altamente significativo (p<0.01); *= significativo (0.05); NS. ho significativo., FV=fuente de variacién; CV= coeficiente de variacion; GL= grados
de libertad; PA= plantulas anormales; SSG= semillas sin germinar; LV= longitud de vastago; LR= longitud de radicula; PS= peso seco de plantula.
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En la comparacion de medias (Cuadro 2), se observd para la variable
porciento de germinacién, que las NPsZnO esféricas de sintesis superaron (44
%) a las comerciales (37 %) (Grafica 1 del Anexo). También se obtuvo una
reduccion drastica en el porcentaje de plantulas anormales al imbibir la semilla
con NPszZnO esféricas de sintesis, ya que se disminuyo de 43 % (comerciales)
a 23 % (de sintesis).

En la variable longitud de vastago al comparar la respuesta a la
aplicacion de NPszZnO de sintesis contra comerciales, las esféricas (8.77 cm)
superaron estadisticamente a las comerciales (8.16 cm) por 0.61 cm. De
manera opuesta, se encontrd que la aplicacion de NPszZnO tipo comercial (8.90
cm) tuvo una respuesta positiva para la variable longitud de radicula, superando
a las NPszZnO de sintesis tipo esféricas (8.64 cm), con 26 mm mas de longitud
(Gréfica 2 del Anexo).

Lo anterior sefiala que las semillas tratadas con NPsZnO tipo esféricas
mostraron superior capacidad de germinacion, mejorando el crecimiento del
vastago, el cual presentd mas de longitud que en las tratadas con NPszZnO tipo

comercial, sin tener diferencias en peso seco.

Con los resultados anteriores se demuestra que las NPsZnO tienen un
efecto promotor en la semilla de melén, el cual esta intimamente relacionado
con el metabolismo que se realiza durante el proceso de germinacién. Desde el
punto de vista bioguimico, 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

utilizaciéon de sustancias de reserva (James, 2010).

En un trabajo similar, Chavez (2018) trabajé con NPsZnO en semilla de
maiz (Zea mays L.), mencionando que la NPsZnO de ingenieria forma esféricas
mostraron efectos positivos para las variables vigor de germinacion y peso seco
de vastago, sin embargo, las NPsZnO tipo comerciales generaron una mayor

elongacioén celular, presentando mayor longitud de vastago y radicula.
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En este trabajo se observd que el efecto de las NPsZnO de forma
esférica se refleja en el porcentaje de germinacion, y a través del crecimiento y
desarrollo de plantulas, especialmente el vastago. EIl vigor es un parametro
sumamente importante en la calidad fisiologica de las semillas, ya que es
considerado como la habilidad para la emergencia en condiciones ambientales
desfavorables. En este sentido Manfrini (2004), menciona que la semilla es més
vigorosa cuando su comportamiento potencial es estable, y la pérdida del vigor
esta relacionada con la reduccion de la habilidad que tiene la semilla para llevar
a cabo todas sus funciones fisiolégicas, que determinan su nivel de actividad y

Ssu comportamiento en el tiempo.

Los resultados de este trabajo coinciden en gran medida con lo reportado
por Ponce (2016), quien trabaj6 con NPszZnO en semilla de tomate a
concentracion de 5 y 10 ppm, demostrando potencial para ser utilizadas como
promotoras de crecimiento, mejorando las caracteristicas como la elongacién
de plumula y de la radicula, ademas de promover la germinacion. De igual
manera en el trabajo realizado por Ruiz et al. (2016), hace referencia a que
concentraciones de 5y 10 ppm promueven el vigor de germinacién en semilla

de tomate y chile ancho.

Lo anterior concluye con el trabajo realizado en semilla de maiz nativo
(Zea mays L.) por Estrada et al. (2017), quienes mencionan que las
aplicaciones de NPsZnO mejoraron la calidad fisiologica de la semilla, ademas

incrementaron la longitud de plumula y radicula.
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Cuadro 2. Comparacion de medias por tipo de NPsZnO (comerciales y esféricas de sintesis) para variables evaluadas en
laboratorio, en bioensayo de germinacion de semillas.

TIPO DE VIGOR GERMINACION PA SSG PS LV LR
NPs (%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
Comercial 15a 37 b 43 a 20 b 10.02 a 8.16 b 8.90 a
Esféricas 16 a 44 a 23 b 34 a 10.20 a 8.77 a 8.64 b
Media 155 40 33 27 10.11 8.50 8.77
Tukey 3.56 4.83 4.81 4.54 0.95 0.29 0.20

Valores con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales, PA= plantulas anormales; SSG= semillas sin germinar; LV=
longitud de vdastago; LR= longitud de radicula; PS= peso seco.
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La comparacion de medias por concentracién (0.0, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, y 50.0
ppm) de NPsZnO (Cuadro 3), indica que para obtener mayor vigor de germinacion
(21 %) y porcentaje de germinacion (53 %), se debera usar concentraciones de 10
ppm, ya que las NPsZnO favorecieron los procesos fisiologicos en la semilla. Esta
informacion es importante, ya que el testigo presentd Unicamente 7 % de vigor de
germinacion y 20 % de germinacion, confirmando que las NPsZnO realmente
incidieron en el metabolismo celular de las semillas (Gréfica 3 del Anexo),

Por otra parte, menor porcentaje de plantulas anormales se observo al
imbibir semillas en suspensién de NPsZnO a 0.5 ppm con 21 plantulas. Sin
embargo, para la variable porcentaje de semillas sin germinar, menor cantidad se

encontré con los tratamientos de 10 y 50 ppm.

La longitud de vastago presentd una respuesta estadisticamente igual a la
aplicacion de NPszZnO en las concentraciones evaluadas en este estudio,
difiriendo Unicamente el testigo (7.70 cm), por lo que aplicar la dosis menor (0.5
ppm) es suficiente para lograr una mejor elongacion del vastago (8.90 cm) (Gréfica
4 del Anexo).

En cuanto a la variable longitud de radicula, al utilizar la concentracion de
50 ppm, se increment6 a 9.29 cm, esto con respecto al testigo, que presentd una
longitud de 8.40 cm, dato importante en el establecimiento de las plantas en

condiciones de campo (Grafica 4 del Anexo).

En este estudio, los efectos de las NPsZnO para las variables relacionadas
con el vigor de las semillas se manifestaron de una forma positiva, asociados
posiblemente a la actividad celular y al transporte o utilizacién de sustancias de

reserva.

Los resultados discutidos anteriormente, coinciden con Raskar and Laware
(2014), quienes indican que la germinacion de las semillas de cebolla y el
crecimiento de plantulas aumenta con la aplicacion de concentraciones bajas de
NPs de ZnO.
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Cuadro 3. Comparacion de medias por concentracion de NPsZnO, para variables evaluadas en bioensayos de
germinacion.

CONCENTRACION VIGOR GERMINACION PA SSG PS LV LR
(Ppm) (%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
0 7 b 20 ¢ 56 a 24 bec 10.18 a 770 b 840 bc
0.5 16ab 39 b 21 c 40 a 9.87 a 8.90 a 8.11 c
14ab 41 ab 35 b 24 bc 9.74 a 8.65 a 8.67 b
5 15ab 39 b 26 bc 35ab 10.55 a 8.57 a 9.21 a
10 21 a 53 a 26 bc 21 C 9.93 a 8.64 a 854 bc
50 20 a 5lab 28 bec 21 C 10.33 a 8.22ab 9.29 a
MEDIA 15.5 40 33 27 10.11 8.50 8.77
TUKEY 9.18 12.44 12.41 11.71 2.49 0.77 0.53

Valores con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales, PA=plantulas anormales; SSG= semillas sin germinar; LV=
longitud de vastago; LR= longitud de radicula; PS= peso seco de plantula.
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Igualmente, lo anterior confirma lo reportado por Burman et al. (2013),
quienes trabajaron con NPsZnO a concentraciones de 1.5 y 10 ppm en semilla
de garbanzo, en la cual ratificaron que las NPsZnO a 1.5 ppm presentan una
maxima promocion con respecto al peso seco de raiz y vastago. Mientras que

para 10 ppm ejerci6 efectos adversos en la plantula.

En trabajos realizados con otras NPs, Ghamari et al. (2011) mencionan
gue las concentraciones de NPs de plata pueden variar dependiendo del tipo de
estructura (testa) que tengan las semillas, para generar una mayor activacion
del metabolismo en el proceso de germinacién y sintesis de proteinas. Esto lo
confirma Mahajan et al. 2011, quien trabajéo con NPsZnO en el crecimiento y
desarrollo de plantulas de dos cultivos, mencionando que para el cultivo del frijol
se obtuvo la mejor respuesta a 20 ppm, a comparacion con el cultivo del

garbanzo que mostré su maxima expresion a una 1 ppm.

Por otro lado, Rodriguez (2016) sefala que diversas particulas metalicas
como el Zn, Cu y Fe, pueden actuar como promotores del crecimiento de las
plantas de pimiento. Debido al pequefio tamafio de los nanomateriales que
permiten la interaccion mejorada y la absorcion eficiente de los nutrientes por

hojas y raices para la fertilizacion de cultivos.

Méndez et al. (2016) observé en plantas de chile expuestas a la
aplicacion foliar de 50 mg/L de NPszZnO dopadas con plata al 1.25 y 2.5%,
valores superiores en altura (16.8%), area foliar (23.5%) y produccién de
biomasa total (37.3 %). Observé también un incremento en la longitud radicular

del 19.6% en comparacion con las plantas de chile no tratadas.

En otras investigaciones, al analizar los resultados derivados de
aplicaciones de NPsZnO, reportan que pueden utilizarse como nanofertilizantes,
ya que mejoran el potencial de germinacion y el crecimiento de la plantula. Lo
antes mencionado lo confirma Liu and Lal (2016), quienes sefalan que diversas
NPs metélicas mejoran significativamente el crecimiento de las plantas y tiene

el potencial para incrementar la productividad agricola.
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En el trabajo realizado por Sedghi et al. (2013), observaron efectos
positivos en la germinacion con semillas de soya sometidas a bajas

concentraciones de NPs ZnO.

En semilla de cacahuate al comparar las aplicaciones de NPs de ZnO
(tamafio de particula de 25 nm) a una concentracion de 1000 ppm y sulfato de
zinc a granel quelado (ZnSOa4), los resultados demuestran que las NPsZnO
promovieron la germinacion de la semilla y el vigor de la plantula y mostré un
temprano establecimiento en el suelo que se manifesto por floracion temprana y

mayor contenido de clorofila foliar (Sudhakar et al., 2012).

También se ha demostrado que las NPs de Oxido de Zinc mejoran el
crecimiento de las plantas y la calidad de los frutos incrementando la

concentracion de los azucares (Liu y Zhang, 2016).

Importante es mencionar que el proceso de absorcion de las NPs se da a
través de las diferencias del potencial hidrico (matrico) entre la semilla y la
solucion de imbibicion. Durante el proceso de geminacion se activan las
reservas de nutrientes principalmente almidon y cuerpo proteicos, los cuales
son convertidos en compuestos basicos como azucares simples y aminoacidos,
que son transportados y oxidados para participar en el crecimiento y en la

elongacién del embrién (Suarez and Marina, 2010).

Lopez et al., (2010) trabajaron en la biotranformacion de NPs de ZnO y
CeO2 en semilla de soya, y hace mencion que estas NPs no afectaron la
germinacion y produjeron un efecto diferencial sobre el crecimiento de las
plantulas y la absorcion de los elementos. Sim embargo al utilizar la
espectroscopia de absorcion de rallos x sincrotrén, obtuvo pruebas claras de la
presencia de CeO:2 en las raices mientras que para las NPs de ZnO no se
encontraron presentes. Lo mismo establece Hernandez et al. (2010), al
mencionar que las NPs ZnO en plantula de mezquite aumento la catalasa (CAT)
y el ascorbato peroxidasa (APOX), sin presentarse en raices tallos ni hojas,
ninguno de los tratamientos evaluados redujo el tamafio de la planta ni la

produccion de clorofila.
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En este trabajo, al revisar las interacciones entre factores, se observo
mayor porcentaje de vigor de germinacion al aplicar NPsZnO esféricas de

sintesis a una concentracion de 10 ppm (Gréfica 5 del Anexo).

Para la variable porciento de germinacion, la interaccion de los dos
factores en estudio mostré que la aplicacion de suspension de NPsZnO forma
esférica a 10 ppm durante la imbibicidon (53 %), mejora considerablemente con

respecto al testigo (20 %).

En cuanto a la respuesta de la variable longitud de radicula, que muestra
diferencias estadisticas, se observé que imbibir las semillas con NPszZnO

esféricas a 5 ppm, tiene el mismo efecto que imbibirlas con NPsZnO a 50 ppm.

Si tomamos en cuenta los resultados obtenidos en este estudio, se
puede afirmar y corroborar que el uso de las NPs en la agricultura, se puede
orientar a utilizar menos agroquimicos sintéticos y a reducir las grandes
cantidades de residuos contaminantes, buscando incrementar el crecimiento y

rendimiento de las plantas (Servin et al., 2015).
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VII.  CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que las
NPsZnO de sintesis forma esférica, aplicadas durante el periodo de imbibicion
en semillas de melén Cucumis melo, de la variedad Top-Mark, promueven
efectos positivos sobre la germinacion y el vigor de plantula expresado como

longitud de vastago y radicula.

Las NPszZnO forma esférica aplicadas durante la imbibicion también

mostraron reduccién del porcentaje de plantulas anormales.

Imbibir las semillas con NPsZnO a 10 ppm, tiene un efecto positivo,
aumentando el porcentaje de vigor de germinacion, el porcentaje de
germinacion, y la longitud de vastago. Indicando que podria ser utilizada como
promotora del vigor y del crecimiento.

La aplicacion de suspension de NPszZnO forma esférica a 10 ppm
durante la imbibicién, mejora considerablemente el porcentaje de germinacion,

esto con respecto al testigo.

La variable longitud de radicula, mostr6 que imbibir las semillas con
NPsZnO esféricas a 5 ppm, tiene el mismo efecto promotor que imbibir con
NPsZnO a 50 ppm.

Este trabajo marca la pauta para futuras investigaciones mas complejas
acerca de los efectos bioquimicos de las NPs ZnO en la germinacion y en el

desarrollo de las plantulas.
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Tipos de NPs de ZnO

Gréfica 1. Porciento de germinacion de semillas de melon tratadas con NPsZnO

tipo ingenieria forma esférica (de sintesis) y comerciales.
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Gréfica 2. Longitud de vastago y de radicula de plantulas de melén tratadas con
NPs ZnO tipo ingenieria forma esférica (de sintesis) y comerciales.
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Grafica 3. Respuesta del vigor y la germinacion de semillas de melén, a la

aplicacion de NPszZnO tipo ingenieria forma esférica (de sintesis) y comerciales.
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Grafica 4. Longitud de vastago y de radicula de plantulas de melén, obtenidas
de semillas tratadas con NPsZnO tipo ingenieria forma esférica (de sintesis) y

comerciales.
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Gréfica 5. Respuesta del vigor de geminacion a la aplicacion de NPszZnO de

ingenieria forma esférica (de sintesis) y comerciales en semillas de melén.
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Gréfica 6. Respuesta de la germinacion de semillas de melén tratadas con
diferentes concentraciones de NPsZnO tipo ingenieria forma esférica (de

sintesis) y comerciales.
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Gréfica 7. Respuesta de la longitud de radicula en plantula de melén, a la
aplicacion en semillas de NPszZnO a diferentes concentraciones, de tipo

ingenieria forma esférica (de sintesis) y comerciales.
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